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Depuis la découverte des rayons X en 1895 et les premicres "radiographies", voila plusieurs décennies
que les techniques d’imagerie médicale font partie intégrante des examens médicaux. Un diagnostic
qui permet I’identification et la localisation précise des lésions est primordial car il facilite le choix
d’un traitement adapté. Plusieurs techniques d’imagerie permettent de détecter les anomalies du
corps : 1) la radiographie est basée sur 1’utilisation des rayons X ; ii) la scintigraphie et la Tomographie
a Emissions de Positons (ou TEP) s’appuient sur les propriétés radioactives d’isotopes introduits dans
les molécules injectées au patient et iii) I’Imagerie par Résonance Magnétique (ou IRM) repose sur la
réponse des protons de I’eau contenue dans les tissus & un champ magnétique extérieur. Dans ce cas,
des images « fonctionnelles », c'est-a-dire qui rendent compte de 1’activité d’un organe en
fonctionnement (suivi du débit sanguin dans le cerveau en activité par exemple) peuvent é&tre
également obtenues. Toutes ces techniques ont fait des progrés considérables grace auxquels une
révolution est en cours aujourd'hui : il s'agit d’observer, avec les mémes instruments, des événements
moléculaires. On parle alors d’imagerie moléculaire. Cette nouvelle discipline fait appel a des
« traceurs » ou molécules spécifiques de la cible a étudier (enzymes, marqueurs cellulaires, séquence
d’ADN...). L’imagerie moléculaire est beaucoup plus sensible que les techniques classiques : elle
permet de déceler des cancers naissants, de suivre 1’expression des génes ou encore de visualiser
I'évolution temporelle d’un médicament dans 1’organisme.

Les molécules cibles a étudier sont souvent présentes a de trés faibles concentrations dans les tissus.
De ce fait, leur visualisation n’est possible que si la technique d’imagerie utilisée a une sensibilité
¢levée. L’IRM permet de visualiser les tissus avec une trés bonne résolution spatiale mais sa
sensibilit¢ reste le point critique. Dans 30 a 40 % des examens cliniques, des composés
paramagnétiques sont injectés au patient. Ils accélérent la vitesse de relaxation des protons de 1’eau et
contribuent ainsi a augmenter le contraste entre tissus sains et malades. De ce fait, ces composés sont
communément appelés agents de contraste. Toutefois, 1’efficacité des agents de contraste utilisés
actuellement reste faible et de nombreux efforts de recherches sont réalisés afin d’en améliorer la
sensibilité. Une autre technique d’imagerie a également fait son apparition avec le développement de
I’imagerie moléculaire : I’imagerie optique, qui consiste a suivre, sous microscope, le cheminement
d’une molécule luminescente dans les cellules. La sensibilité de cette technique est meilleure mais sa
résolution en profondeur est limitante. Ainsi, des techniques d’imagerie couplant I’'[RM a la

luminescence permettraient d’observer a la fois I’anatomie et la fonction ou ’activité d’une structure.

Ce travail de thése est principalement dédié a la compréhension des mécanismes dynamiques et
physiques qui gouvernent I’augmentation de contraste d’une image IRM suite a 1’injection d’un agent
de contraste. Pour cela, de nouveaux agents de contraste potentiels a base de complexes de
gadolinium(III) ont été synthétisés et étudiés du point de vue de leur propriétés de coordination, leur
efficacité et leur propriétés dynamiques et thermodynamiques. L’utilisation d’autres complexes de

lanthanides(I1I) pour I’¢laboration de nouveaux systémes luminescents a également ét¢ envisagée.
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Introduction

Cette introduction est tout d’abord consacrée a la présentation des lanthanides et leurs propriétés
magnétiques et spectroscopiques qui rendent leur utilisation incontournable pour 1I’imagerie médicale.
Nous présenterons ensuite la technique d’Imagerie par Résonance Magnétique dans sa globalité, et de
maniére plus approfondie, les principaux agents de contraste commerciaux utilisés actuellement. Nous
verrons également les différents paramétres qui influencent I’efficacité des complexes de
gadolinium(III) et I’apport du chimiste de coordination dans I’optimisation de ces parameétres. Pour
finir, nous présenterons les avantages des complexes de lanthanides pour 1’imagerie optique ainsi que
quelques exemples d’applications. Certains points abordés au cours de cette introduction seront

analysés plus finement dans les chapitres appropriés.

I. Les lanthanides

L.1. Définition

Les lanthanides sont les 15 éléments de la premiére période du bloc f, allant du lanthane (Z = 57) au
lutécium (Z = 71). Le lanthane, de configuration électronique [Xe]5d'6s?4f” est inclus par extension.
Les autres lanthanides adoptent majoritairement la configuration [Xe]6s*4f""" et sont représentés en
jaune dans le tableau périodique ci-dessous (Figure I. 1). La perte d’un électron 4f et des deux
¢électrons 6s conduit a 1’ion lanthanide trivalent qui est le degré d’oxydation le plus stable pour toute la

série. C’est & ces ions lanthanides (notés Ln(III) ou Ln*") que nous nous intéresserons par la suite.

Be

Mg

Ca (Sc |Ti |V Cr [Mn |Fe [Co [Ni Cu |(Zn

Sr Y Zr |Nb (Mo |Tc (Ru |Rh |Pd |Ag |Cd

Ba |La |Hf [Ta |W Re [Os |Ir Pt | Au [Hg

Ra | Ac \Sf Db [Sg |Bh |Hs | Mt (Uun|Uuu|Uub

Ce |Pr INd |Pm (Sm |Eu |Gd |(Tb |[Dy [Ho |Er |Tm |Yb |Lu

Th |[Pa | U Np |Pu |Am |[Cm |Bk |(Cf [Es |[Fm|Md | No |Lr

Figure 1. 1 : Classification périodique des éléments de Mendeleiv.
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Introduction

L2. Propriéetés fondamentales des Ln(III)

Les orbitales 4f ont une faible extension radiale et sont blindées par les couches externes 5s*5p° qui les
protégent des perturbations extérieures. Ainsi, les électrons de valence 4f sont peu sensibles a leur
environnement chimique et la formation d’une liaison chimique par interaction covalente impliquant
des électrons 4f est impossible. L’interaction métal-ligand dans les complexes de Ln(III) est donc
décrite par un modele purement ionique avec une excellente précision. De plus, les ions lanthanides
sont des acides durs dans la classification de Pearson.!"! Ils interagissent préférentiellement avec des
ligands durs, contenant par exemple des atomes d’oxygeéne donneurs (eau, carboxylates, phosphinates,
phosphonates...). On parle de leur caractére « oxophile ». Leur forte acidité au sens de Lewis conduit
également a ’activation des protons des molécules d’eau coordonnées au cation métallique, donnant
lieu a la formation, a partir d’'un pH de 6.5 environ, d’hydroxocomplexes de lanthanides insolubles
Ln(OH);. Une autre conséquence de 1’enfouissement des orbitales f dans le nuage électronique est le
faible effet du champ des ligands : environ 500 cm™ contre 5000 a 30 000 cm™ pour les métaux de
transition. Ainsi, contrairement aux métaux d, les niveaux d’énergie des complexes de Ln(III) sont trés
proches de ceux de I’ion libre. Il en est de méme pour leurs propriétés spectroscopiques et

magnétiques qui sont prévisibles a priori.

A cause du caractére oxophile des ions lanthanides, seuls les ligands durs peuvent déplacer les
molécules d’eau fortement liées a 1’ion Ln(IIl) pour donner lieu a la formation de complexes stables en
solution aqueuse. Les donneurs durs anioniques de types carboxylate, phosphinate et phosphonate lient
fortement les ions trivalents. Aussi, parmi les donneurs neutres, les amines polarisables sont préférées

aux oxygénes des éthers.”!

Le caractere non directionnel de I’interaction métal-ligand se traduit par une faible préférence
stéréochimique dans la coordination. En effet, les nombres de coordination ainsi que les géométries
associées sont conditionnés essentiellement par les interactions électrostatiques et stériques entre le
cation métallique et les ligands."™ D’un point de vue électrostatique, ces ions trés durs vont
accommoder un grand nombre (8-9) d’atomes donneurs, de fagon a minimiser 1’énergie
¢électrostatique. D un autre c6té, minimiser les contraintes stériques est également trés important et un

ligand multidente donné peut imposer une coordination particuliére autour de 1’ion.

Les nombres de coordination (NC) les plus fréquents des ions Ln(IIl) sont compris entre 8 et 10 mais
des valeurs de 3 a 14 ont déja été observées a 1’état solide. Trés souvent, une décroissance globale du
nombre de coordination est observée le long de la série (NC ~ 10 pour La’", NC ~ 8 pour Lu*"). Ceci
est associé a une décroissance réguliere du rayon ionique, liée a une contraction progressive des

orbitales 5s et 5p. Ce phénomene est appelé « contraction lanthanidique » (voir Tableau I. 1).
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Lanthanide CN=6 CN=7 CN=8 CN=9 CN=10 CN=12

La 1,032 1,100 1,160 1,216 1,270 1,360
Ce 1,010 1,070 1,143 1,196 1,250 1,340
Pr 0,990 1,126 1,179

Nd 0,983 1,109 1,163 1,270
Sm 0,958 1,020 1,079 1,132 1,240
Eu 0,947 1,010 1,066 1,120

Gd 0,938 1,000 1,053 1,107

Tb 0,923 0,980 1,040 1,095

Dy 0,912 0,970 1,027 1,083

Ho 0,901 1,015 1,072 1,120

Er 0,890 0,945 1,004 1,062

Tm 0,880 0,994 1,052

Yb 0,868 0,925 0,985 1,042

Lu 0,861 0,977 1,032

Tableau I. 1 : Rayons ioniques (en A) des ions Ln(IIT) pour différents nombres de coordination CN. !¢

Pour résumer, les ions lanthanides s’adaptent a différents environnements. Par conséquent, le contréle
de leur polyhédre de coordination est difficile et I’étude de leur chimie de coordination a longtemps
été délaissée. Cependant, depuis les vingt derni¢res années, elle connait un véritable essor motivé par

7, 8]

les nombreuses applications en imagerie médicale précédemment citées!” * mais aussi en médecine

(traitement antalgique par des isotopes radioactifs),””’ biologie (catalyse de I’hydrolyse de I’ADN),!""

" chimie des matériaux (convertisseurs de lumiére)'> '* et dans le retraitement du combustible

nucléaire (séparation actinide/lanthanide).!'* '*!

I.3. Proprietés magneétiques du Gd(III)

Tous les ions lanthanides, a I’exception du La(IIl) et du Lu(III) sont paramagnétiques. Parmi eux, 1’ion
Gd(III) est particuliérement intéressant :

- ses sept électrons non appariés (S = 7/2) lui conférent un moment magnétique élevé ;

- son temps de relaxation électronique est long (Ti. > 107 s) en comparaison des autres ions
Ln(III) paramagnétiques (~ 10™ s pour Eu’, Yb*" et Dy*") du fait de son état orbital S
symétrique.!'”

Ces deux propriétés sont a I’origine d’un couplage dipolaire efficace entre le moment magnétique du

Gd(IIT) et le moment magnétique des protons a proximité qui induit une augmentation de la vitesse de

15



Introduction

relaxation des protons. De ce fait, les complexes de Gd(IIl) sont largement utilisés comme agents de

contraste pour I’Imagerie par Résonance Magnétique.

L4.Propriétés spectroscopiques des Ln(111)

Tous les ions lanthanides, exceptés le La(III) et le Lu(IIl) (de configurations respectives 4f° et 4f'%)
sont luminescents. Les transitions f-f sont théoriquement interdites par les régles de sélection
¢lectrique dipolaire (regle de Laporte et régle du spin). En pratique, le couplage des états électroniques
avec les états vibrationnels et les mélanges de fonctions d’ondes de différents nombres quantiques J ou

de différentes parités atténuent cette interdiction.

Il en résulte :
- un coefficient d’extinction molaire faible (entre 1 et 10 L.mol”.cm™).
- une durée de vie d’émission de luminescence longue pour certains lanthanides (de 1’ordre de

la milliseconde pour les ions Eu(III) et Tb(III)).

Nous avons vu précédemment (§ 1.2.) que le champ cristallin a une faible influence sur les orbitales 4f.
Cela se traduit par une absence de variation de la longueur d’onde d’émission du métal en fonction du
ligand. De plus, I’absorption et I’émission sont quasi-monochromatiques.

Au cours de la série, différentes efficacités de Iuminescence des ions Ln(III) sont observées en
fonction de la différence d’énergie entre les niveaux excités et le niveau fondamental. Plus la
différence d’énergie est faible, plus les processus de désexcitation non radiatifs sont probables. Le
diagramme partiel d’énergies des ions Ln(Ill) aqueux est représenté Figure 1. 2. Le Tb(III) et I’Eu(III)
ont des temps de vie raisonnables et émettent dans le visible (vert A.,, = 550 nm et rouge Ay, = 620 nm
respectivement). Ce sont les ions les plus utilisés pour leur application comme sondes luminescentes
pour I’analyse et le diagnostic biomédical. Dans une moindre mesure, le Sm(III) (orange Aey, = 590
nm) et le Dy(Ill) (jaune-orange A, = 570 nm) sont également employés. L’utilisation des ions
émettant dans I’infrarouge (Nd(III) : Aep, = 1065 nm, Er(IlD) : Aer, = 1509 nm et Yb(IID) : Aepy = 978 nm)
est en plein essor. Initialement utilisés dans le développement de fibres optiques, de lasers et

(7. 181 ] suscitent aujourd’hui un intérét remarquable

d’amplificateurs pour les télécommunications,
pour le développement de sondes luminescentes pour I’analyse biomédicale. En effet, une émission
déplacée vers le rouge permet de s’affranchir de I’absorption des molécules présentent dans le milieu
biologique (comme 1’hémoglobine par exemple) qui deviennent transparentes aux longueurs d’ondes
supérieures a 720 nm. Idéalement, des longueurs d’ondes d’émission comprises dans la fenétre
spectrale 720 nm - 920 nm sont a rechercher puisqu’elles permettent également de s’affranchir de
I’absorption de 1’eau rendant ainsi possible I’exploration de tissus situés plus en profondeur (20 cm au

lieu de quelques millimétres). L’ion Gd(III), en revanche, est peu utilisé car son émission, dans
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I’ultraviolet, interfére avec les processus d’absorption ou d’émission des composés organiques et

biologiques.
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Figure L. 2 : Diagramme partiel d’énergies pour les ions Ln(III) aqueux : principaux niveaux luminescents

(en couleur) et leurs niveaux fondamentaux.
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II. L'Imagerie par Résonance Magnétique (IRM)

La technique d’IRM permet d’obtenir une image tridimensionnelle de la répartition de I’eau dans le
corps d’un patient. Elle est basée sur 1’observation de la résonance magnétique nucléaire (RMN) des
protons de I'eau contenue dans 1’organisme, c'est a dire sur la réponse des noyaux lorsqu’ils sont
soumis a un champ magnétique extérieur et a une excitation électromagnétique.

Suite a la découverte du concept de résonance magnétique nucléaire par F. Bloch et E. M. Purcell en
1946, les premiers développements en imagerie par résonance magnétique ont été réalisés dans les

années 1970. Les premiéres images chez 'homme ont été effectuées en 1979.

II.1. Principe

Le patient est soumis a un champ magnétique statique. Actuellement, des champs de 0.5 T a 3 T sont
couramment utilisés en milieu hospitalier. Un gradient linéaire de champ magnétique est également
appliqué et permet I’encodage de I’information spatiale de chaque noyau. Ensuite, une impulsion
radiofréquence est appliquée et la décroissance temporelle d’induction libre des spins nucléaires
mesurée (Figure 1. 3).

Pour rappel, le retour a 1’équilibre de la composante de 1’aimantation nucléaire M, selon ’axe du
champ magnétique suit une loi mono exponentielle avec une constante de temps T;, appelée temps de
relaxation longitudinale. De méme, 1’évolution de 1’aimantation transversale Mt est caractérisée par

une constante T, appelée temps de relaxation transversale.

bobine de detection

Figure I. 3 : Changement d’aimantation du proton M dans un champ constant H o sous Peffet d’un

champ magnétique d’excitation /7, .

L'intensité mesurée pour un élément de volume (voxel) est fonction des temps de relaxation du tissu et

est proportionnelle & la concentration de I'eau a l'endroit considéré. Ainsi, il est possible d'observer
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différents tissus et la présence d’altérations (telles que des tumeurs) grace aux différences de densité et

de relaxation de I'eau (Tableau I. 2).

Ty(ms)al7T
Tissus sain tumoral
Foie 140 - 170 300 - 450
Pancréas 180 - 200 275 - 400
Rein 300 - 340 400 - 450
Prostate 250 -325 350 - 400

Tableau I 2 : Exemples de temps de relaxation dans différents tissus sains et malades.!"”!

Cependant, pour la plupart des examens IRM, sauf dans le cas de I’imagerie fonctionnelle cérébrale, la
sensibilité de la méthode est insuffisante. En effet, malgré une résolution spatiale excellente, il est
souvent nécessaire de réaliser une acquisition longue (environ 20 min) afin d’augmenter le rapport

signal sur bruit.

Une alternative consiste en l’injection au patient d’un agent de contraste paramagnétique qui va
spécifiquement augmenter le contraste des zones a analyser en modifiant les vitesses de relaxation
longitudinales et transversales des protons de son entourage. Le contraste entre tissus sains et malades
est accru, les images de meilleure qualité et le temps de 1’examen raccourci. Actuellement, prés de
30% des examens requi€rent ’utilisation d’un agent de contraste. L’efficacité d’un agent de contraste,
autrement dit sa capacité a augmenter les vitesses de relaxation des protons des molécules d’eau

environnantes, est appelée relaxivité.

IL.2. Relaxation et relaxivité

Les mécanismes de relaxation d’un noyau au voisinage d’un composé paramagnétique ont été décrits

20- 211 Ainsi, la vitesse de relaxation d’un spin nucléaire I &

par I. Solomon et N. Bloembergen.!
proximité d’un spin électronique S est la somme d’une contribution diamagnétique, due a la relaxation

des noyaux en I’absence de composé paramagnétique, et d’une contribution paramagnétique (Equation

L1).
! L4 (i=1.2) Equation . 1
— =|— — i=1, uation L.
), \r) \T, a
obs a para

La contribution paramagnétique (1/Ti)para €St désignée sous le terme d’augmentation paramagnétique
de relaxation ou PRE (Paramagnetic Relaxation Enhancement). Elle est liée aux fluctuations

temporelles de D’interaction entre le moment magnétique des électrons non appariés de 1’ion
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paramagnétique et le moment magnétique du noyau. Trois mécanismes peuvent étre a 1’origine d’une
PRE :
- un mécanisme de contact a travers les liaisons, associé a une polarisation de spin de la densité
des électrons a 1’emplacement du noyau ;
- un mécanisme de pseudocontact a travers I’espace, correspondant a I’interaction dipolaire
moyenne entre les moments magnétiques électronique et nucléaire ;
- et, uniquement dans le cas de spins nucléaires de nombre quantique supérieur a 1/2 (I > 1/2),
une contribution quadrupolaire. Celle-ci est liée a I’interaction entre le moment électrique
quadrupolaire (induit par la répartition non sphérique des charges électriques au niveau du

noyau) et le gradient de champ ¢électrique au voisinage du noyau.

En particulier, dans le cas d’une interaction avec les protons des molécules de solvant (I = 2), seule la

20, 21

contribution de pseudocontact intervient. I. Solomon et N. Bloembergen*” 2! ont montré qu’elle était

proportionnelle a la concentration en espéce paramagnétique c¢. L’équation 1.1 s’écrit donc ainsi :

1 1
_ =|— +7c i=12) Equation L. 2
T; obs T; dia

ou r; est la relaxivité de I’espéce paramagnétique et correspond a son efficacité. Ainsi, la relaxivité est
définie comme étant la contribution a 1’augmentation de la vitesse de relaxation des protons de I’eau
apportée par une millimole par litre d’ion paramagnétique. La relaxivité dépend de nombreux

parameétres dont I’influence sera détaillée ultérieurement (§ 11.4.3). .

I1.3. Les agents de contraste commerciaux

De nombreux agents de contraste ont été développés au cours de ces vingt derniéres années et
plusieurs sont commercialisés. Ils peuvent étre classés en fonction de leurs propriétés magnétiques et

de leur biodistribution.

Les agents sont de type T; ou de type T, suivant qu’ils affectent la vitesse de relaxation longitudinale
1/T; ou transversale 1/T,. Les effets sur les images des deux catégories sont opposés : I’intensité du
signal augmente quand 1/T; augmente et diminue quand 1/T, augmente. On parle respectivement
d’agents de contraste positifs ou négatifs (Figure 1. 4). De plus, des séquences impulsionnelles

pondérées T, ou T, sont utilisées afin de mettre en avant les changements de T; ou de Ts.
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Figure L. 4 : Coupes de cerveau observées par IRM. Observations par une séquence pondérée T, sans
agent de contraste (T;), avec un agent de contraste (T;.) et par une séquence pondérée T,.
La grande majorité des agents de contraste sont de type T;. L’intérét est double : ’augmentation de la
vitesse de retour a 1’équilibre 1/T, procure un meilleur contraste mais permet aussi de diminuer le
délai entre deux impulsions successives et ainsi de raccourcir le temps d’acquisition. En revanche, la
relaxation transversale T, correspond a un déphasage de 1’aimantation et son temps de retour a

1’équilibre n’a pas d’influence sur la durée de 1I’examen.

La biodistribution d’un agent de contraste dépend essentiellement de sa taille et de sa lipophilie. De
nombreux efforts sont réalisés pour la synthése d’agents de contraste spécifiques de la zone malade a
étudier. Pour I’instant, les agents de contraste commerciaux se distinguent en deux grandes catégories :
les agents de contraste extracellulaires et intravasculaires.!'

La plupart des agents de contraste commerciaux sont des agents extracellulaires de petite taille,
diffusant rapidement du sang au liquide interstitiel. Ils sont utilisés principalement pour la détection de
tumeurs dans le cerveau. Lorsqu’elle est intacte, la barriere hémato-encéphalique (BHE) est
imperméable aux agents de contraste. En revanche, la présence d’une Iésion la rend perméable a ces
especes qui vont alors s’accumuler dans la zone malade. Les agents extracellulaires sont éliminés par
les reins au bout de 80 minutes environ. Parmi les agents extracellulaires, ceux comportant des
groupements lipophiles présentent un intérét particulier car ils sont susceptibles de s’accumuler dans
les hépatocytes (cellules du foie). Ils sont alors qualifiés d’agents hépatobiliaires.'**!

Les agents intravasculaires sont plus gros et plus lipophiles et leur diffusion vers le liquide interstitiel
est ralentie. Ainsi, leur temps de rétention dans le sang est augmenté, ce qui permet de réaliser des
acquisitions longues et d’améliorer la résolution spatiale ou le rapport signal/bruit. De plus, ils peuvent

étre utilisés pour I’imagerie des vaisseaux sanguins et représentent une alternative trés intéressante a

I’angiographie par rayons X qui est a la fois douloureuse et cotiteuse.
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II.3.1. Les agents de type T,

Les agents de contraste superparamagnétiques commerciaux sont constitués de nanoparticules d’oxyde
de fer Fe;04. Ce sont des agents de contraste négatifs : par leur moment magnétique tres élevé, les
particules induisent de fortes variations du champ magnétique local et conduisent a une forte
diminution du temps de relaxation transversale T,. Les nanoparticules ont naturellement tendance a
s’agglomérer et deux méthodes de stabilisation sont utilisées (Figure 1. 5) :

- une stabilisation stérique (A) par de longues chaines greffées a la surface de la particule

(dextran, carboxydextran, polyethyléne glycol, albumine,...) ;
- une stabilisation électrostatique (B) par des charges présentes a la surface. Pour cela des

fonctions carboxylates sont utilisées (citrate, aspartate, acétate,...).

e

A 20 nm 8 nm'

Figure L 5 : Représentation schématique des deux méthodes de stabilisation des nanoparticules d’oxyde
de fer : (A) stérique, (B) électrostatique.

L’enrobage utilisé détermine la taille de la particule, sa biodistribution ainsi que sa pharmacocinétique.
Trois types de particules sont utilisées comme agent de contraste : les trés petites particules ou USPIO
(Ultra Small Particules of Iron Oxide) (& < 50 nm), les petites particules ou SPIO (Small Particules
of Iron Oxide) (50 nm <& <200 nm) et les grosses particules (200 nm < & < plusieurs pm).

Les principaux agents de contraste nanoparticulaires commerciaux sont présentés dans le tableau

suivant (Tableau I. 3).

Nom 7 7
commercial Laboratoire Type de particule & (nm) s P
Endorem Guerbet SPIO 200 24 107
Resovist Schering SPIO 62 20 197

Abdoscan GE Healthcare grosse particule 3500 - -
Lumirem Guerbet grosse particule 300 3.4% 3.8%

* relaxivités mesurées a 1T.

Tableau I. 3 : Caractéristiques des agents de contrastes superparamagnétiques commerciaux. Les
relaxivités ont été mesurées a 37°C et 0.5 T.
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Les grosses particules sont injectées par voie orale et sont utilisées pour 1’exploration des voies gastro-
intestinales (intestins, pancréas...). Les SPIO sont rapidement éliminées du sang et s’accumulent dans
le systéme réticuloendothélial du foie et de la rate. Les USPIO, de taille inférieure, présentent un
temps de rétention intravasculaire plus élevé et peuvent étre utilisées pour I’angiographie.”” Des
particules de ce type sont actuellement en phase III de développement clinique : le Sinarem (Guerbet)

et le Clariscan (Amersham Biosciences).

I1.3.2. Les agents de type T,

Les agents de type T, sont principalement des complexes de Gd(IIl) avec un ligand organique. En
effet, I’ion Gd-aqua étant toxique aux doses requises pour I’IRM, celui-ci doit étre complexé par un
chélate organique avant d’étre injecté au patient. Les ligands DOTA* et DTPA™ forment des
complexes dont les stabilités cinétique et thermodynamique sont suffisantes pour leur utilisation in
vivo (Figure I. 6). Le complexe Gd(DTPA) est le premier agent de contraste a avoir été approuvé pour
une utilisation clinique chez ’homme. Il est commercialisé¢ depuis 1988 sous le nom de Magnevist.
Depuis, au moins six autres complexes de Gd(III) avec des ligands polyaminocarboxylates ont été

commercialisés. Leurs structures et leurs propriétés sont présentées ci-dessous (Figure 1. 6 et Tableau

L. 4).
COO- COO-

Ry Gd** (
/ \ /CO00- ,L N
E ] T
Gd**

-ooc
Ri=R,= -~ >COO- Gd(DTPA)

o
Ry=Ry= /\f Gd(DTPA-BMA)

HN._
= ~coo.
R COO-  Gd(DOTA) Ry =R, = O  Gd(DTPA-BMEA)
OH
/Y Gd(HP-DO3A) HNI
OH o
o4  Gd(DO3A-butro) [
Ry = ~>C00-
OH
Ry= / < > O)Gd(EOB-DTPA)
CO0-

R, = 4§ Gd(BOPTA)

Figure L. 6 : Structure des principaux agents de contraste commerciaux pour ’'IRM.
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r
Formule chimique Nom commercial Laboratoire Biodistribution 1] |
(mMs™)
[Gd(DTPA)(H,0)]* Magnevist Schering extracellulaire 4.3
[GA(DOTA)(H,O)] Dotarem Guerbet extracellulaire 4.2
[GA(DTPA-BMA)(H,0)] Omniscan GE Healthcare extracellulaire 4.39
[GA(DTPA-BMEA)(H,0)] Optimark Mallinkrodt extracellulaire 4.3
hépatobiliaire/
[GA(EOB-DTPA)(H,O) Primovist (Eovist) Schering 5.38
extracellulaire
[GA(HP-DO3A)(H,0)] ProHance Bracco extracellulaire 3.7%
[Gd(DO3A-butrol)(H,0)] Gadovist Schering extracellulaire 5.6
5 ) hépatobiliaire/
[Gd(BOPTA)(H,0)]™ MultiHance Bracco ) 5.2
extracellulaire

* Valeur mesurée a 40 °C.

Tableau I. 4 : Relaxivités a 20 MHz, pH = 7.34 et 25 °C des principaux agents de contraste
commerciaux.®

Tous ces agents sont qualifiés « d’agents de contraste de premicre génération ». Aprés injection, ils
diffusent rapidement vers le milieu extracellulaire. Les complexes [Gd(EOB-DTPA)(H,O)] et
[Gd(BOPTA)(H,0)]* sont dérivés du complexe [Gd(DTPA)(H,0)]* par substitution d’un bras
acétate par un groupement comportant un noyau benzénique plus lipophile. De ce fait, leur spécificité
vis-a-vis des cellules du foie est augmentée.

Pour tous ces complexes, le métal est li¢ aux huit atomes donneurs du ligand et a une molécule d’eau.
Leur relaxivité a 0.5 T (20 MHz) est faible: 4 4 5 mM's”, ce qui est caractéristique de petits

complexes ne possédant qu’une molécule d’eau dans leur sphére de coordination.

Un agent de contraste a base de Mn(Il) a également été approuvé cliniquement: le complexe
[Mn(H,DPDP)]* représenté a la Figure I. 7. Il est commercialisé en Europe par GE Healthcare sous le
nom de Teslascan. C’est un agent de contraste extracellulaire et hépatobiliaire. Sa relaxivité est de 2.8
mM's” dans ’eau (& pH 7.4 et 25°C).”*! Du fait de 1’absence de molécules d’eau dans la premiére
sphere de coordination du métal, cette valeur est faible ; elle est associée a la présence d’un cortége de

molécules d’eau liées par des liaisons hydrogénes avec le ligand.*¥

24



Introduction

Mn(H,DPDP)

Figure L. 7 : Agent de contraste extracellulaire commercial a base de Mn(II).

La dose maximale d’agent de contraste injectée au patient est limitée par la stabilité du complexe dans
les conditions physiologiques. Des doses standards de 0.1 mmol/kg de masse corporelle sont utilisées.
A ces concentrations, une relaxivité inférieure ou égale a 5 mM™s” ne produit pas un contraste
suffisant pour les nouvelles applications de I’IRM. Ainsi, de nombreux efforts sont réalisés pour
accéder a des agents de contraste a hautes relaxivités. Dans ce but, nous nous sommes intéressés au
développement de complexes de Gd(III) et a la compréhension de ’influence de leur propriétés de

compréhension sur la relaxivité.
IL4. Les chélates de Gd(III) comme agents de contraste

I1.4.1. Du Gd-aqua aux complexes de Gd(III)

Les propriétés magnétiques d’un agent de contraste paramagnétique sont primordiales pour définir son
efficacité. L’agent est d’autant plus efficace que I’interaction entre son moment magnétique
¢électronique et le moment magnétique nucléaire des protons du solvant est importante. Nous avons
distingué plusieurs ions paramagnétiques parmi les métaux de transition et les lanthanides : le Gd(III),
le Fe(Ill) et le Mn(II). Méme si certains agents de contraste a base de Manganése et de Fer ont été
approuvés pour des usages cliniques, le Gadolinium reste 1’¢lément de choix :

- c’est le seul ion qui posséde sept électrons non appariés (Gd® : S = 7/2, Fe’" et Mn®":

S=5/2);

- son temps de relaxation électronique est long au champ de PIRM(T;, ~ 107 s) ;'

- il présente un nombre de coordination élevé (CN = 9) lui permettant d’accommoder neuf
molécules d’eau d’hydratation qui seront les plus influencées par la présence du centre
paramagnétique ;

- T’ion gadolinium ne posséde qu’un seul degré d’oxydation stable, empéchant ainsi toute

métabolisation in vivo par des processus d’oxydoréduction.

Cependant, ’aqua-ion Gd®" est toxique aux doses requises pour I'IRM.* Cette toxicité provient
essentiellement de la similitude de son rayon ionique avec celui du Ca(Il), qui conduit & une
compétition avec le calcium humain a I’origine d’un déréglement des canaux calciques empéchant

ainsi la transmission neuromusculaire. D’autres métaux endogeénes peuvent, dans une moindre mesure,
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donner lieu a des réactions de transmétallation : le Zn(Il) et le Cu(Il). De plus, I’ion Gd(III) libre peut
interagir avec les protéines du sérum (albumine...) ou avec les anions endogenes (phosphates,

carbonates ou hydroxydes) pour se déposer, sous forme de sels insolubles, sur les os, le foie et la rate.

La complexation du Gd(III) par un chélate organique permet d’éviter toute toxicité et de garantir
I’excrétion rapide de 1’agent paramagnétique de I’organisme.
Cependant, le complexe formé doit posséder plusieurs propriétés indispensables :

- forte solubilité dans I’eau a pH physiologique car des solutions de concentration 0.1 M a 1M
sont injectées ;

- stabilités thermodynamique et cinétique suffisantes pour éviter le relargage du Gd-aqua dans
I’organisme. En effet, les cations endogénes comme 1’ion Ca(Il) et, dans une moindre mesure
les ions Zn(II) et Cu(Il) peuvent donner lieu a des réactions de transmétallation. Les ligands
endogénes comme les oxoanions (carbonate, phosphate...) ou les groupements latéraux des
acides aminés des protéines peuvent ¢galement donner lieu a des réactions de compétition
avec le ligand.

- faible osmolarité, car I’augmentation de 1’osmolarité du sang peut provoquer un déréglement
du fonctionnement des reins ;

- De plus, le ligand ne doit pas saturer la spheére de coordination du Gd(IlI) mais laisser au
moins un site de coordination vacant pour qu’une molécule d’eau (au moins) puisse se
coordonner, s’échanger avec le solvant et assurer ainsi le transfert de 1’information

paramagnétique.

La conception du ligand est primordiale car c’est lui qui, par son architecture et sa composition
chimique, va déterminer les propriétés du complexe. L’un des enjeux majeur est de pouvoir accéder a
des complexes solubles dans 1’eau et dont la stabilité thermodynamique et cinétique est suffisante. De
plus, de nombreux parametres déterminant la relaxivité sont influencés par 1’architecture du complexe.
Afin de les mettre en évidence, nous devons nous intéresser au mécanisme de relaxivité des complexes

de Gd(IID).

I1.4.2. Description théorique de la relaxivité

Nous avons vu précédemment que la contribution principale a la relaxation des protons de I’eau
provient d’une interaction entre le spin nucléaire des protons et le spin électronique du Gd(III). Cette
interaction d’origine dipolaire diminue rapidement avec la distance rggy. Trois catégories de molécules
d’eau sont distinguées :

- I’eau en premiére sphére de coordination, directement liée au centre métallique ;

- I’eau de sphére externe, pour laquelle I’interaction avec le Gd(III) est gouvernée uniquement

par les phénomenes de diffusion translationnelle ;
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- et ’eau en deuxiéme sphere de coordination, le plus souvent liée au complexe par des liaisons
hydrogenes via le ligand ; son temps de résidence a la surface du complexe est supérieur au

temps de diffusion translationelle de I’eau libre.

Trois mécanismes de relaxation différents sont respectivement associés : le mécanisme de sphere
interne (ou inner-sphere IS), le mécanisme de seconde sphere (ou second-sphere SS) et le mécanisme

de sphére externe (ou outer-sphere OS). La représentation schématique de ces mécanismes est donnée

Figure L. 8.
— % Sphere
Seconde E())(tserne
Sphere (SS) (08)

<

1/tm

% Sphere
Interne (IS)

FGdH

Figure I. 8 : Représentation schématique d’un complexe de Gd(III). t,, est le temps de résidence d’une

molécule d’eau en premiére sphére (IS), T’ le temps de résidence d’une molécule d’eau en deuxiéme
sphére (SS).

L’augmentation paramagnétique de relaxation (PRE) est alors la somme des trois contributions

(Equation 1. 3), il en est de méme pour la relaxivité (Equation 1.4).

IS os sS
1 1 1 1 .
L N +| = 4| — i=1 2 Equation L. 3
7-; para ]—; 7-; ]—;

SS.
r=rer® 4T i= 1,2 Equation I. 4

Les agents de contraste a base de Gd(III) étant principalement des agents de type T, nous nous

limiterons dans I’introduction a la description de la relaxivité longitudinale r;.

- Mécanisme de sphére interne (1IS)
La contribution paramagnétique de sphére interne résulte de I’échange des molécules d’eau en
premiere sphére de coordination avec le solvant. Pour les complexes dont la sphére de coordination

n’est pas saturée, cette contribution est en général prépondérante. Le mécanisme de relaxivité de
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sphere interne est décrit par la théorie de Solomon-Bloembergen-Morgan (SBM) qui repose sur les
approximations suivantes :*"

- le spin électronique est assimilé a un dipole ponctuel localisé sur I’ion métallique ;
- le complexe est assimilé a une sphére, sa rotation est isotrope ;

- le facteur de Landé g est isotrope ;

- les fonctions de corrélation (tg, T, ...) ont toutes la méme forme exponentielle ;

- seule la levée de dégénérescence transitoire des niveaux électroniques de spin du Gd(III) est

prise en compte.

Dans ce cadre, I’augmentation paramagnétique longitudinale est la suivante (Equation I. 5) :

1 qP c q

m

TS T, +1, 5557, +7,

Equation L. 5

Avec :
- Py, la fraction molaire des molécules de solvant en premiére sphére de coordination ;
- g le nombre de molécules d’eau liées par centre métallique ;
- ¢ la concentration molaire en ion paramagnétique ;
- Tim le temps de relaxation longitudinale du proton d’une molécule d’eau dans 1’hypothese
d’une coordination infinie de cette molécule d’eau ;

- Tm le temps moyen de résidence des molécules d’eau dans la premiére sphére de

27,28]

coordination.!

Figure L. 9 : Représentation schématique du mécanisme de sphére interne et des différents paramétres.

La relaxation des protons de 1’eau liée Ty, est gouvernée par ’interaction dipdle-dipole. En effet, la
liaison de 1’eau au centre métallique étant purement électrostatique et la densité électronique faible a

I’emplacement du proton, 1’interaction scalaire (ou de contact) est négligée. **! La variation de T, en
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fonction du champ magnétique est donnée par les équations de Solomon-Bloembergen modifiées
(Equation L. 6) ; 221
L _ 27/ 21,56+ 37, 771,

T, 15 (Four)" (1+a),21622)+ (l+a)321'022)

Avec :

Equation I. 6

- S le nombre quantique de spin électronique ;

- v le rapport gyromagnétique nucléaire du proton ;

- up le magnéton de Bohr ;

- g le facteur de Landé pour I’¢lectron libre ;

- 1gqn la distance entre le spin nucléaire I (du proton) et le spin électronique S ;

- o et g les fréquences de Larmor pour le proton et 1’électron (s = 658 ) ;

- 14 (1= 1,2) le temps de corrélation relatif a la dynamique du couplage S-1.
Plusieurs facteurs peuvent moduler I’interaction entre les deux spins: le temps de corrélation
rotationnelle du complexe (tr), le temps moyen de résidence des molécules d’eau dans la premiére
sphére de coordination (t,) et le temps de relaxation électronique du Gd(III) (T;.) (voir Equation 1. 7) :

1 1 1 1

—_— = Equation L. 7
t., T, 7, T

ci ie m

Notons que les deux termes entre crochets de I’Equation 1. 6 sont responsables d’une baisse importante
de la relaxivité a haut champ (o’te > 1).

Comme les temps de relaxation nucléaire, les temps de relaxation électronique varient en fonction du
champ magnétique. Pour les complexes de Gd(III), Tj. est li¢ a la modulation temporelle de la levée de
dégénérescence des niveaux é€lectroniques de spin du Gd(III) (« Zero Field Splitting » ou ZFS). Une
description précise fait intervenir deux contributions : d’une part, la fluctuation moyenne du ZFS (ZFS
statique) causée par la rotation brownienne du champ moyen du ligand accompagnant celle du
complexe dans le référentiel moléculaire et d’autre part, celle liée aux vibrations du champ de ligand

(ZFS transitoire ou transient).””) Une description simplifiée, prenant en compte uniquement la partie

vibratoire du ZFS, est donnée par la théorie de Bloembergen et Morgan (Equations I. 8 4 I. 10) : 2%
1 1 4
— =2C — + - Equation 1. 8
T, l+ogr, 1+4ow57;
1 5 2
—=C —+ 5 2+3 Equation L. 9
T, l+wsr; 1+4w5t,
1
C =%ATZTV [4S(S+1)—3] Equation I. 10

Avec :
- Af* le carré de ’amplitude de I’éclatement & champ magnétique nul ;
- 1ty le temps de corrélation associé a la modulation vibrationnelle de la levée de

dégénérescence.
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A1’ et Ty sont reliés au temps de relaxation électronique a champ nul tg, par la relation suivante :

LzéATZTV[45(S+1)_3] Equation 1. 11

Cette description met en évidence les parametres importants a controler pour maximiser la relaxivité :

- le nombre d’hydratation du complexe q ;

- la distance spin nucléaire - spin électronique rgqy pour une molécule d’eau coordonnée ;
- le temps de corrélation rotationnelle du complexe 1x ;

- lavitesse d’échange ke, = 1/1,, des molécules d’eau coordonnées avec le solvant ;

- les temps de relaxation électronique T, et Ty..

Comme nous allons le voir au paragraphe suivant, ces parameétres sont fortement influencés par les

propriétés structurales du ligand.

De plus, cette description met en évidence I’influence du champ magnétique (o, ®s) sur la relaxation
¢électronique (Equations I. 8), et de maniére plus générale, sur relaxivité de sphére interne (Equations I.
5, 1. 6). L’étude de la relaxivité en fonction du champ est donc primordiale pour la caractérisation d’un
agent de contraste. La mesure des temps de relaxation en fonction du champ magnétique est appelée
relaxométrie. Un profil relaxométrique ou NMRD (Nuclear Magnetic Relaxation Dispersion)
correspond au tracé de la relaxivité mesurée en fonction du champ. Pour des champs supérieurs a 0.47
T (20 MHz), les temps de relaxations sont mesurés sur des spectrométres RMN. Cependant, il est
également intéressant de mesurer la relaxivité de solutions de complexes de Gd(III) a des champs plus
faibles, inaccessibles par les méthodes de spectroscopies RMN classiques. Pour cela, une nouvelle
technique expérimentale utilisant un cyclage rapide de champ magnétique a été développée. Depuis le
milieu des années 1990, des relaxométres sont commercialisés par la société italienne STELAR. Le
principe de fonctionnement du relaxomeétre est détaillé dans la partie expérimentale (§ IV.5).

L’allure du profil NMRD permet d’accéder a une interprétation qualitative des mécanismes de
relaxation. En effet, a bas champs (< 3-4 MHz), c’est le temps de relaxation électronique qui domine
les fluctuations de I’interaction dipéle-dipéle et détermine la relaxivité. A des champs plus élevés
(>4 MHz), c’est le temps de corrélation rotationnelle tr qui est dominant et génére un extremum
autour de 30 MHz (Figure 1. 10). La valeur de ce maximum est fortement influencée par le temps de

résidence des molécules d’eau en premiére sphere de coordination t,, (Figure I. 11).
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Figure L 10 : Relaxivité de sphére interne calculée (modéle SBM) pour q = 1, A,= 0.05 cm™, Ty = 10 ps,
Tm= 100 ns dans ’hypothése d’une rotation a) rapide, tr = 0.1 ns et b) lente, tg = 10 ns. D’aprés la
référence ',

w=10ns
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Figure I. 11 : Relation entre la diffusion rotationnelle et I’échange de ’eau pour un complexe de Gd(III)
correspondant aux paramétres suivants : q = 1, T;. > 10 ns a By = 1.5 T. D’aprés la référence "'\,

- Mécanisme de sphére externe (0OS)

La contribution de sphére externe provient de 1’interaction dipolaire entre le spin nucléaire et le spin
¢électronique, lorsque les molécules de solvant diffusent a proximité du complexe. Le mécanisme est
caractérisé par la distance minimale d’approche agqy entre la molécule d’eau et 1’ion paramagnétique
et par le coefficient de diffusion relatif D d’une molécule d’eau par rapport au complexe. Cette

contribution est décrite par le modele de Ayant-Belorisky-Hwang-Freed (ABHF) (Equations I. 12 et L.
3) :32:33.34.35.36)

1 87T 5 5.o (1 . 701 .
TIOS :?]/Iysh S(S"‘l ¥ T—+lC()I +§] T—+la)s

le 2e

Equation I. 12
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Avec :
- S le nombre quantique de spin électronique ;
- v, ¥s les rapports gyromagnétiques du proton et de 1’électron ;
- hla constante de Planck ;
- T le temps de relaxation électronique du Gd(III) ;

oy et wg les fréquences de Larmor pour le proton et I’électron.

Le temps caractéristique est un temps de corrélation diffusionnelle tp, tel que tp= agai2/D. La densité
spectrale j(o) est la transformée de Fourier des fonctions de corrélation temporelles tp et T, (associées

a T;.). Dans le cas d’un complexe de Gd(III) assimilé a une spheére, elle peut étre exprimée ainsi :

10°N, c 4+ x
i (O‘) = Re — avec x =,/o7, Equation I. 13
Da,,, 3(9+9x+4x> +x7)

- claconcentration en espéce paramagnétique en mM ;

- Ny le nombre d’Avogadro ;

- D le coefficient de diffusion relatif d’une molécule d’eau par rapport au complexe
(D=D;+Ds) ;

- ageu la distance minimale d’approche entre un proton d’une molécule d’eau diffusant
librement et 1’ion paramagnétique.

Cette contribution est typiquement de I’ordre de 2 43 mM™'s™ 4 25°C et 2 20 MHz (0.5 T).5"!

- Mécanisme de seconde sphére (SS)

Les molécules d’eau en interaction spécifique avec le ligand (liaisons hydrogénes principalement) ne
sont pas correctement représentées par un simple modele de sphéres dures. Le mécanisme de sphére
externe ne peut donc pas leur étre appliqué. Cette contribution n’est en général pas considérée pour
I’évaluation de la relaxivité des complexes. Elle devient importante lorsque le temps de résidence t,,°
des molécules d’eau dans la deuxiéme sphére de coordination est supérieur au temps de corrélation
diffusionnel tp (tp = ang*D). Dans ce cas, R. B. Lauffer et ses collaborateurs ont montré que le
phénoméne pouvait étre décrit, en premiére approximation, de maniére analogue a la relaxivité de
sphere interne (IS) en ajustant la vitesse d’échange 1’y et la distance du proton au centre métallique
r’can (Figure L. 8).[38'401

Plusieurs exemples d’une telle contribution ont été reportés dans la littérature. Notemment, une tres
forte contribution de seconde sphére a été obtenue par 1’incorporation d’unités glucose ou galactose

autour d’un complexe [Gd(DOTA)(H,0)].""! Deux dendriméres ont été synthétisés dont I'un est

représenté ci-dessous (Figure L. 12).
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Figure 1. 12 : Dendrimeére dérivé du [Gdg(DOTA)(H,O)] possédant 12 unités glucose.

La relaxivité a 20 MHz et & 25°C est trés élevée (r; ~ 25 mM's™), en accord avec une contribution de
seconde sphére de 10 mM™'s™ associée a la présence de 8 molécules d’eau en liaison hydrogéne avec

les groupement hydroxyle des sucres terminaux.

I1.4.3. Parametres influengant la relaxivité de spheére interne

Nous avons vu que de nombreux paramétres influencent la relaxivité et que leur contribution est
fortement influencée par le champ magnétique. Néanmoins, il est difficile d’obtenir une détermination
précise de ces paramétres par 1’étude du seul profil NMRD. En particulier, il est trés difficile de
séparer les contributions relatives de sphére interne et de sphére externe. Il est donc nécessaire de
déterminer un maximum de paramétres de fagon indépendante. Des efforts considérables ont été
réalisés et des méthodes de détermination fiables des différents parameétres ont ét€ mises au point. De
plus, en vue d’accéder a la synthése de complexes possédant une relaxivité optimale, I’influence des
propriétés structurales des complexes doit étre également étudiée. Nous présentons ici, pour chaque
paramétre, les méthodes classiques de détermination et comment il peut étre ajusté par 1’architecture

du complexe.

- Nombre de molécules d’eau coordonnées, q

Les équations de Solomon-Bloembergen-Morgan indiquent que la relaxivité de sphére interne est
proportionnelle au nombre q. De plus, ¢’est avec la contribution de seconde sphére, le seul paramétre
ajustable par le chimiste dont I’augmentation s’accompagne d’une amélioration de la relaxivité quel
que soit le champ magnétique. Cependant, 1’augmentation de q est associée a une diminution du
nombre de coordination du complexe et s’accompagne généralement d’une diminution de stabilité

thermodynamique et/ou cinétique. De plus, des ligands endogénes (anions, protéines) peuvent, en se
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coordonnant au centre métallique, déplacer les molécules d’eau en premiére sphére et éteindre la
relaxivité. En pratique, les agents de contraste commerciaux possedent une seule molécule d’eau dans
leur sphere de coordination. Un des challenges actuels consiste a trouver un compromis entre stabilité

et efficacité.

La méthode la plus fréquemment utilisée pour la détermination de q est la mesure des temps de vie de
luminescence des complexes de Tb(III) et d’Eu(Ill) dans 1’eau et dans D,0O. Cette méthode est décrite
en Annexe 1. Il est également possible de déterminer le paramétre q par 1’étude du déplacement induit

par le complexe de Dy(III) sur la résonance du noyau 'O de la molécule d’eau.

- Distance Gd(III)-proton, reay

La relaxivité de sphére interne est une fonction de (erH)'6. Ce parametre a donc une influence
importante sur la relaxivité. Par exemple, une diminution de la distance de 0.1 A correspond a une
augmentation de la relaxivité de 20%. Sa détermination doit étre précise. En pratique, la distance rgan
est souvent calculée a partir de la distance Gd(II1)-O, elle-méme déterminée a 1’état solide par 1’étude
des structures cristallographiques ou ajustée arbitrairement. Récemment, une étude par spectroscopie
ENDOR (Electron Nuclear Double Resonance) a été réalisée par P. Caravan et ses collaborateurs sur
I’ion Gd-aqua et sur un complexe avec un ligand polyaminocarboxylate, le [Gd(HPDO;A)(H,O)]. La
distance rgaqy est identique dans le cas de ’ion aqua et du complexe ; elle est égale a 3.1A.* Ce
résultat est en accord avec les données cristallographiques obtenues précédemment® et est conforté
par d’autres expériences ENDOR réalisées sur différents complexes de Gd(III)."*"! Ainsi, le paramétre
rgan peut étre, dans une bonne approximation, considéré comme indépendant de I’architecture du

complexe et fixé 43.1 0.1 A

- Echange des molécules d’eau, kexy = 1/7,
La vitesse d’échange des molécules d’eau k., est définie comme I’inverse de leur temps de résidence
dans la premiére sphére de coordination T,
L’échange de I’eau a la surface d’un complexe de Ln(III) peut avoir lieu selon plusieurs mécanismes
limites (Figure I. 13) :*
- un mécanisme dissociatif D pour lequel un intermédiaire possédant un nombre réduit de
molécules d’eau dans la sphére de coordination est observé,
- un mécanisme associatif A dont I’intermédiaire posséde un nombre supérieur de molécules
d’eau
- et un mécanisme I, ou aucun intermédiaire cinétique ne peut &tre identifié. Il se distingue en
deux catégories Iy ou I, selon que I’étape cinétiquement lente soit la dissociation ou

I’association.

34



Introduction

]
Mécanisme O Constante de vitesse
KN

D Y

Volume
%
(\J

&)\ Ion métallique et sa
A k™7 sphére de coordination

(]
@ &  Molécule de solvant sortante

@ Molécule de solvant entrante

Coordonnées de réaction

Figure 1. 13 : Représentation schématique des mécanismes d’échange d’une molécule de solvant.

Au vu de I’équation 1.5, la vitesse d’échange des molécules d’eau a une double influence sur la
relaxivité :

- soit le temps de résidence des molécules d’eau t,, est trés long (t,, >> T},,) et I’échange de
I’eau est le seul parameétre limitant la relaxivité ;

- soit le temps de résidence t,, est court (1, << Ty,,) et ¢’est le temps de relaxation longitudinale
intrinseque du proton d’une molécule d’eau T, qui limite la relaxivité. Or nous avons vu en
introduction que Ty, dépend également de la vitesse d’échange de ’eau ainsi que d’autres
parametres (rotation, relaxation électronique).

Ainsi, dans le cas de complexes macromoléculaires (PM > 5000 Da), c’est souvent la vitesse
d’échange des molécules d’eau qui limite la relaxivité.

La vitesse d’échange des molécules d’eau dans la sphére de coordination d’un complexe donné est trés
sensible a de 1égéres modifications de I’arrangement des atomes au niveau du centre métallique. On

considére en général qu’elle est optimale pour une valeur de ke, proche de 1.10% s™.

Classiquement, cette vitesse est déterminée par la mesure du temps de relaxation transversal (T,) de
’oxygéne 'O d’un solvant marqué, en présence et en absence d’agent paramagnétique, a différentes

températures. La méthode est décrite en Annexe 2.

- Rotation

Aux champs de I’IRM utilisés actuellement (0.5 -1.5T), la relaxivité des petits chélates de gadolinium
est limitée par leur vitesse de rotation élevée en solution. Cette vitesse peut tre ralentie en augmentant
leur poids moléculaire et de nombreuses techniques de synthése de composés macromoléculaires ont
été développées. En revanche, aux champs ¢élevés des nouveaux imageurs (7 — 9.5 T), la relaxivité la

plus élevée est obtenue pour des complexes de tailles intermédiaires. La Figure 1. 14 donne la
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relaxivité de sphére interne calculée par la théorie de Solomon-Bloembergen-Morgan pour des
complexes mono-aqua de divers temps de corrélation rotationnelle tr et dont la vitesse d’échange est
optimale (key= 1.10" s™). La relaxivité maximale aux hauts champs est atteinte pour des valeurs de tx
comprises entre 400 et 1000 ps. Dans le cas d’une cinétique de rotation plus lente, une diminution de

la relaxivité est observée. Cette diminution est engendrée par la dispersion en champ du paramétre Ty :

quand a)ﬂfe >>1, Ty, augmente et la relaxivité diminue.

B /T

1 0 10
40 P | L L L Lol
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Figure I. 14 : Contribution de sphére interne a la relaxivité simulée par la théorie SBM pour des
complexes mono-aqua de vitesse d’échange optimale : q = 1, k., = 1.10® s, D’aprés la référence %,
Plusieurs méthodes de détermination du temps de corrélation rotationnelle tr sont utilisées.
Tz peut étre tout d’abord estimé par 1’intermédiaire du coefficient de diffusion rotationnelle D® par
I’équation de Debye-Stokes, en approximant le complexe par une molécule sphérique (Equation 1.14).

1 _ 4mi31yd nfR
6D" 3k,T

T = Equation I. 14

Avec

- kg la constante de Boltzmann ;

- m la viscosité macroscopique de la solution ;

- fi le facteur de microviscosité ;

- apyq le rayon effectif du soluté étudié correspondant a un modéle moléculaire compact.
Ce dernier est déterminé a partir de la mesure, sur des modéles moléculaires compacts, des trois
longueurs d;, d, et d; des axes principaux de ’ellipse décrivant le mieux le complexe par la relation

a,,y =0.54/d\d,d, . Le facteur de microviscosité peut étre calculé par 1’équation suivante [+
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-1
6a1+3a /(a, 6 +2a

fr=|—2+ UC 3W) Equation L. 15
Apa (1+2aw/ahyd)

ol a,, est le rayon de la molécule d’eau (1.4 A).

Ainsi, les temps de corrélation rotationnelle de deux complexes de structures et de volumes proches
sont proportionnels au produit ahyd3 fr.

11 est également possible de déterminer tx par son influence sur le temps de relaxation longitudinale de
I’oxygeéne-17 (Annexe 2). tx est en général déduit des courbes de variation du temps de relaxation T,
en fonction de la température. L’inconvénient de cette méthode est qu’elle requiert la connaissance de
la distance rggo et de la constante de couplage dipolaire. De plus, d’autres paramétres sont
simultanément ajustés comme le temps de relaxation ¢lectronique Tie.

Enfin, tg peut étre obtenu par des mesures de temps de relaxation du C ou du *H du ligand en
présence d’un métal diamagnétique (Y (III), La(IIl), Lu(Ill)). L inconvénient est que ces noyaux sont
peu sensibles vu leur abondance naturelle. De plus, cette technique ne mesure pas directement la
rotation du métal mais celle d’un atome proche, susceptible de tourner a une vitesse différente.'*”!

En pratique, tr est souvent obtenu par ajustement des profils NMRD (Nuclear Magnetic Resonance

Diffusion).

- La relaxation électronique

Les temps de relaxation électronique longitudinale et transversale jouent un réle primordial a bas
champ et de ce fait, sont importants dans 1’optimisation de la relaxivité des agents de contraste utilisés
aux champs cliniques actuels (0.5 a 1.5 T) (Equations 1. 5 a I. 10). Cependant, il est difficile de les
déterminer indépendamment des autres parameétres. Tout d’abord, il n’existe pas a ce jour de théorie
valable quelles que soient les valeurs des ZFS statique et transitoire et leurs temps de corrélation
respectifs. Les équations I. 8 a I. 10 du modéle SBM ne sont applicables que pour un nombre restreint
de situations pour lesquelles le processus de relaxation électronique est mono exponentiel et 1’énergie
associée a I’éclatement en champ nul moyen (ZFS statique) est négligeable.'” En dehors de ces
situations, la relaxation électronique devient multi exponentielle voire plus complexe et la théorie
beaucoup plus difficile.

Plusieurs techniques expérimentales peuvent étre utilisées pour la détermination de la relaxation
¢électronique mais de nombreux problémes sont souvent rencontrés. La relaxation électronique
transversale est accessible par la mesure de largeur de raie RPE (Résonance Paramagnétique
Electronique).*®! Cependant, de nombreux paramétres de ZFS doivent étre déterminés nécessitant des
enregistrements de spectres multi champs et multifréquences sur des spectrométres RPE rarement
disponibles. De plus, ’interprétation des données est limitée par la validité du modéle SBM.1"! En

pratique, la détermination des parametres de relaxation électronique des petites molécules est souvent
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estimée par I’ajustement des profils NMRD, pour des fréquences comprises entre 0.01 et 40 MHz.
Cependant, de nombreux parameétres doivent étre ajustés simultanément et leur détermination peut étre
faussée par les limites de la théorie. Au vu du manque de méthodes pour la détermination du temps de
relaxation électronique, les paramétres de coordination influengant la relaxation électronique sont
encore peu connus aujourd’hui. Une étude plus fine de la relaxation ¢lectronique est donc

indispensable au développement de nouveaux systémes.

I1.4.4. Nouvelle génération d’agents de contraste

L’influence du temps de corrélation rotationnelle a été largement étudi¢. De nombreux complexes
macromoléculaires a rotation lente ont été synthétisés : des complexes monomériques, polymériques,
des dendriméres ou des adduits avec des macromolécules biologiques (comme 1’albumine) ont conduit
a de nouveaux agents de contraste dont la relaxivité est élevée aux champs moyens (0.5 - 1.5 T). Les
premiers agents de cette nouvelle génération commencent a apparaitre sur le marché. Ils sont classés
en différentes catégories selon leur pharmacocinétique. A la différence des agents de contraste de
premiere génération qui sont non spécifiques et diffusent rapidement vers le milieu interstitiel, les
nouveaux diffusent lentement ou pas du tout avant d’étre excrétés a leur tour par la filtration

glomérulaire (Figure 1. 15). Voici quelques exemples de ces agents de nouvelle génération.

Agent de contraste
l Dose O tracellulaire l Dose  Agenta diffusion

(non spécifique) lente

—— ( Milieu = (" Milieu
y interstitiel 7 \Uinterstitiel
Excrétion Diffusion Excrétion  Diffusion interstitielle
rénale interstitielle rénale ralentie
Agent de pool Agent de pool
Dose sanguin 3 Dose sanguin a
excrétion rapide excrétion lente

Milieu
interstitiel

Milieu
interstitiel

CORE) | |CO=

Excrétion Pas de diffusion Excrétion  Pas de diffusion
rénale interstitielle énale réduite interstitielle

Figure I. 15 : Agents de contrastes classés en fonction de leur pharmacocinétique.

Le chélate de Gd(III) MS-325, développé par EPIX Pharmaceuticals, est commercialisé en Europe
sous le nom de Vasovist (Figure 1. 16). Des essais cliniques sont encore en cours pour une
commercialisation aux Etats-Unis. Il appartient a la nouvelle classe des agents de contraste a diffusion
lente utilisés pour 1’angiographie. En formant des interactions hydrophobes avec I’albumine sérique, le

MS-325 acquiert plusieurs propriétés intéressantes :
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- son temps de rétention dans le sang est augmenté. L’accumulation de I’agent de contraste dans
les vaisseaux sanguins permet une meilleure visualisation du systéme vasculaire: des
séquences haute résolution imageant tous les détails du systéme vasculaire peuvent é&tre
utilisées.["®

- la formation d’interactions non covalentes avec une protéine engendre une nouvelle entité de
grosse taille, et par conséquent, une augmentation de la relaxivité (42 mM's" & 20 MHz en

présence d’albumine au lieu de 5.8 mM™'s™).1*¥)

MS-325

Figure L. 16 : Complexe de Gd(IIT) MS-325.

La Figure 1. 17 représente le contraste obtenu avec le MS-325 en comparaison avec un agent de
contraste extracellulaire, le GA(DTPA). La différence de qualité des images entre les deux agents de

contraste est flagrante.

Figure 1. 17 : Images par résonance magnétique d’arriéres trains de lapin aprés injection soit de MS-325
(0.025 mmol.kg™ ; a-c), soit de Gd(DTPA) (0.1 mmol.kg" ; d-f). Les images ont été enregistrées 5 min (a,d),
30 min (b,e) et 60 min aprés injection (c,f). D’aprés la référence 161,

L’albumine, de poids moléculaire élevé, a pour effet de ralentir la rotation du complexe lorsqu’il y est

lié et d’en augmenter la relaxivité. Cependant, selon la constante d’affinité a la protéine, une fraction
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plus ou moins importante du complexe injecté est liée. Afin de s’affranchir de cette constante et de
bénéficier d’un accroissement de relaxivité maximal, il a été envisagé de créer une liaison covalente
entre un complexe de petite taille et une macromolécule. Plusieurs complexes macromoléculaires ont
été étudiés. En particulier, des essais cliniques sont en cours sur les chélates de Gd(III) P760 (essais
précliniques) et P792 (phase II) développés par le laboratoire Guerbet. Les complexes sont représentés
ala Figure I. 18.

Le P760 (PM = 5.3 kDa) est un agent de contraste a diffusion lente. Sa relaxivité dans 1’eau (25°C,
pH 7.4) atteint un maximum de 25 mM™'s™ entre 0.35 et 1.4 T (15 et 60 MHz)."”! Tout comme les
petits complexes extracellulaires, il peut franchir la barriére hématoencéphalique lorsqu’elle est
endommagée et est préconisé pour 1’étude des tumeurs du cerveau. Sa diffusion lente permet une
meilleure visualisation de la vascularisation des tumeurs.

Le P792 (PM = 6.5 kDa) a une relaxivité supérieure (40 mM™'s™ & 20 MHz). C’est un agent de pool
sanguin a excrétion rapide. Il est efficace pour la visualisation des artéres coronaires, la distinction des
métastases et des cancers bénins.”” Une étude comparative entre le P792 et le MS-325 a montré que
la relaxivité in vivo une minute aprés injection est nettement supérieure dans le cas du P792

(39 mM 's™ au lieu de 13 mM™'s™ a 20 MHz).P!

N [CH,(CHOH),CH,0H],

R e

© [ Gd3+j o P760
»\v/\tg\‘ Eiig Br *[CHo(CHOH),CH,OHl,

P792
- [CH2(CHOH),CH,OH,

gave wiﬂ

B [CHy(CHOH),CH,0H,

Figure I. 18 : Représentation des complexes P760 et P792 du laboratoire Guerbet.

Une autre méthode d’obtention de macromolécules est basée sur la synthése de dendriméres. Dans
cette optique, la firme Schering a développé une série de dendriméres dont le cceur est un noyau
aromatique trimesoyle triamide couplé a des résidus acides aminés. Par exemple, le complexe
Gadomer 17 posséde 18 résidus acides aminés eux méme greffés par 24 complexes de GADOTA-
monoamide (Figure I. 19). Sa relaxivité est de 16.5 mM’s' (20 MHz, 25°C, pH 7.4) par ion

Gd(111).5% Du fait de sa taille élevée (PM = 17 kDa), il est retenu dans la circulation et peut étre utilisé
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comme agent de contraste vasculaire et pour la différentiation tumorale. Il est actuellement en phase

III d’essais cliniques.

X
Mo x X
oNH NH HN
N
H 07 NH X X
N
X )|( :‘\NH ” o )I(
WNH .,,H;\ o j\/\J/NH
HN,, NH O7 NH HN 0! NN

0
208, 20 ~
H
o NH " K,N\EofN . HN. §jvnﬁl/kNlr\\N/o
XTUCONH NS0 HN hx o——ed - /\ OH;

Gadomer 17

Figure L. 19 : Structure du complexe dendrimérique de GAd(III) Gadomer 17.

De nombreuses études ont été réalisées en vue d’augmenter la relaxivité par I’intermédiaire du temps
de corrélation rotationnelle. Toutefois, les relaxivités obtenues sont maximales pour des valeurs de
champ intermédiaires (0.5 — 1.5 T) et sont nettement inférieures a la relaxivité maximale prédite par la
théorie. L’ajustement simultané des autres paramétres (vitesse d’échange de 1’eau en sphére interne,
relaxation électronique) est donc indispensable pour augmenter encore la relaxivité. Pour cela, une
meilleure compréhension des parameétres physiques et chimiques qui la déterminent est indispensable.
C’est a cet aspect que nous nous sommes intéressés.

De plus, les composés macromoléculaires possedent une relaxivité faible aux champs forts (7 — 9.4 T).
Une alternative consiste en la conception de nouveaux chélates qui présenteraient simultanément un
nombre ¢élevé de molécules d’eau dans leur premiére sphére de coordination, une stabilité
thermodynamique et cinétique suffisante et une vitesse d’échange de I’eau rapide. Ces complexes

présenteraient 1’avantage de posséder une relaxivité élevée quelque soit le champ magnétique.

De nouvelles stratégies plus originales sont également développées pour atteindre des relaxivités
¢élevées. Elles consistent a encapsuler des ions Gd(III), non pas dans un chélate organique, mais dans
un matériau poreux ou dans une cavité. L’utilisation des zéolites, composés aluminosilicate
microporeux, a notamment ét¢ envisagée. Un agent de contraste gastro-intestinal commercial, le
Gadolite, est constitué¢ d’une zéolite NaY dans laquelle des ions Na“ ou H™ ont été remplacés par des

ions Gd(III) (Figure 1. 20). La relaxivité est élevée (26 mM™'s™ a 60 MHz, 37°C) et est principalement
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due au grand nombre de molécules d’eau enfermées dans la cavité et a leur mobilité réduite.

Cependant, J. Peters et ses collaborateurs ont montré que la relaxivité était limitée par la vitesse de

. . , . s o 53
diffusion des molécules d’eau de Iintérieur de la cavité vers 1’extérieur.”®”

Figure L. 20 : Représentation schématique d’une zéolite NaYGd et du mécanisme de diffusion associé : (A)

représente une molécule d’eau liée au Gd(III), (B) une molécule d’eau dans la cavité et (C) les molécules
[53]

d’eau du solvant. D’aprés la référence

Gd(lll)

Figure I. 21 : Exemples de nouveaux matériaux pour 'IRM : A) nanotube de carbone « monocouche »,">*
B) métallofulléréne incorporant un ion Gd(III) en vert et les molécules d’eau a proximité,™ C)
encapsulation d’ions Gd(III) par I’apoferritine.”

D’autres matériaux forment des cavités et sont susceptibles de donner des agents de contraste
efficaces. C’est le cas des métallofullerénes,” des nanotubes de carbone® et méme d’une protéine,
I’apoferritine dont la cavité centrale a ¢té remplie de complexes de GdAHPDO3A au laboratoire de S.

Aime (Figure I. 21)."® De nombreuses recherches sont en cours actuellement sur I’utilisation de
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nouveaux matériaux. Toutefois, la stabilité de ces systémes est pour 1’instant trop faible pour envisager
leur utilisation clinique chez I’homme.

Quelque soit le type d’agent de contraste, de nombreuses recherches sont en cours en vue de rendre les
agents spécifiques a un organe ou de les utiliser pour I’imagerie moléculaire. Pour cela, le greffage de
biomolécules cibles ou de sondes moléculaires, sur un ligand ou a la surface d’une nanoparticule est
envisagé. Les termes d’agents de contraste spécifiques et bio activables (ou intelligents) sont

utilisés.”

IL.5. Exemples d’agents de contraste spécifiques ou bio
activables

Nous venons d’évoquer le cas du ciblage de I’albumine sérique qui a permis le développement
d’agents de contraste vasculaires. Du fait de sa concentration élevée dans le plasma (~ 0.6 mM) et du
nombre de sites capables de former des interactions avec les petites molécules, 1’albumine sérique est
relativement facile a cibler. Elle est souvent utilisée comme modele pour le développement d’agents
de contraste spécifiques. D’autres macromolécules (protéines, polysaccharides, dérivés lipidiques,...)
sont également intéressantes, en particulier lorsqu’elles sont surexprimées dans certaines régions du
corps, par certains organes ou par les cellules cancéreuses. La méthode de ciblage la plus ancienne et
la plus utilisée fait appel a [D’utilisation de chélateurs bifonctionnels. Ce sont des ligands
fonctionnalisés avec des polypeptides (anticorps monoclonaux ou peptides de synthése), des
oligonucléotides ou n’importe quelle biomolécule susceptible de reconnaitre la surface de la molécule
cible."**"1 En général, la technique est limitée par la faible sensibilité de I’'IRM par rapport a la
concentration des récepteurs spécifiques. Ainsi, leur visualisation n’est possible que si leur
concentration dans les tissus est suffisamment élevée et/ou si I’efficacité de I’agent utilisé est
suffisante. Cette approche a toutefois été utilisée avec succes et quelques exemples sont présentés ci-

dessous.

I1.5.1. Ciblage de cellules

Deux approches différentes ont été utilisées pour le ciblage de cellules : le ciblage de 1’extérieur des

cellules, par I’intermédiaire des récepteurs cellulaires et le ciblage de I’ADN, a I’intérieur du noyau.

Le site actif de nombreux récepteurs cellulaires est constitué par des sucres, notamment 1’acide
sialique. Celui-ci joue un réle important dans la reconnaissance cellulaire et est surexprimé a la surface
des cellules tumorales (10° au lieu de 20.10° pour les cellules saines). Pour certains types de cancer, sa
prolifération est liée au développement des métastases. G. A. Lemieux et ses collaborateurs ont
développé le premier agent de contraste présentant une affinité pour 1’acide sialique. Un complexe
dérivé du GADOTA a été utilisé. Il forme une liaison covalente oxime avec le substrat. Récemment,

des nouveaux systémes ont été développés par J. A. Peters et ses collaborateurs en introduisant des
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fonctions phénylboronate sur un dérivé du DTPA.[%

L’acide phénylboronique se lie de maniére
covalente mais réversible aux diols de 1’acide sialique (Figure 1. 22). De plus, I’interaction est
spécifique de la forme majoritaire de 1’acide sialique (Neu5Ac) par rapport aux autres sucres présents

dans I’organisme.

O« CHs B(OH), (HO),B

OH 0
HO OH NH : OH
‘JL7\T/\‘/ (-NH o) OHHO o) HN

Hood © OH

Acide sialique
(Neu5Ac) 0

Figure L. 22 : Exemples de ligands utilisés pour la détection de ’acide sialique et sa forme majoritaire
Neu5Ac. !

P. Caravan et ses collaborateurs ont mis au point un agent de contraste capable de pénétrer dans les
cellules et de se fixer spécifiquement sur I’ADN.'*"! Un peptide réputé pour interagir avec I’ADN

(séquence HTH), agit a la fois comme ligand et comme détecteur de L’ADN (Figure 1. 23).

/_che'|ate [ détecteur
@e @Nr e

—>

Figure 1. 23 : (A) Interaction par un chélate bifonctionnel classique, (B) interaction spécifique de I’ADN
avec un metallopeptide.

L’augmentation de la relaxivité de 1’agent en présence d’ADN (29.2 mM's™ & 20 MHz et a 37°C par
rapport & 16.2 mM's™) est largement supérieure a celle obtenue par 1’approche classique. Cet effet a
été corrélé a la rigidité du systéme.

I1.5.2. Agents de contraste bio activables ou « intelligents »

Le développement de I’imagerie moléculaire a donné naissance a une nouvelle catégorie d’agents de

contraste dont le signal est influencé par leur environnement. Plusieurs stimuli comme le pH, la
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présence d’enzymes ou de cations métalliques'® ont été exploités. Quelques exemples de complexes
sélectifs d’une enzyme ou dont la relaxivité est influencée par le pH du milieu sont présentés ci-

dessous.

Les agents de contraste activés par une enzyme permettent de déterminer sa localisation et de mesurer
I’activité enzymatique. Ce type de systéme a tout d’abord été développé par T. Meade et ses
collaborateurs en fonctionnalisant un analogue du GdDOTA par un substituant B-galactosyl.® Ce
substituant est hydrolysé sélectivement par la B-galactosylase, ce qui a pour effet de libérer un site de
coordination au profit d’une molécule d’eau et d’augmenter la relaxivité (Figure 1. 24). La j-
galactosylase n’étant pas présente naturellement dans I’organisme, elle est utilisée comme traceur pour
suivre I’expression de différents genes. Depuis, le méme groupe a développé sur le méme principe un

agent de contraste sensible & la B-glucoronidase, enzyme produite par les cellules cancéreuses.!*”

Somd BAoLa i

O,N
R / \:\[\ N ~ /O / \l

unité p-galactosyl (}/ o 0 acide B-glucoronique

Figure 1. 24 : Exemples d’activation de chélates de Gd(III) par une enzyme.

L’activation des agents de contraste par une modification du pH semble étre une méthode judicieuse
pour mettre en évidence les tumeurs. En effet, le pH du milieu extracellulaire des tissus cancéreux est
plus acide (6.8 — 6.9) que celui du milieu extracellulaire sain (7.4). La méthode d’activation la plus
répandue consiste en une modulation de la sphére de coordination du métal en fonction du pH : cette
modulation peut avoir lieu soit par la formation pH-dépendante de complexes ternaires avec des
anions carbonate,® soit par une modification des propriétés de coordination d’un donneur du ligand.
Cette stratégie a été développée par le groupe de D. Parker'®! puis utilisée récemment par D. Sherry et

[70, 71]

ses collaborateurs. Les ligands utilisés sont représentés ci-dessous (Figure L. 25).

A B

O

R 1

(@) HN— @R' E ;

2/<N/_\N/\/ (Ifl) J /_\

L T ' [Gd3+jo
R N\ /N7/§ N N\/&
;;\o_ R ©

R =(CH,),COOH (n=2,3)
R'= CF3, Me, OMe

Figure I. 25 : Exemples de complexes de Gd(III) sensibles au pH développés par (A) Parker et al,'®! (B)
Sherry et al.’l
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En milieu basique, la fonction sulfonamide du ligand est déprotonnée et liée au centre Gd(I1I). Quand
le pH diminue, la fonction sulfonamide protonnée n’est plus liée au métal et libére deux sites de
coordination au profit de molécules d’eau conduisant a une augmentation de la relaxivité de 50% de

pH 7.4 4 6.8. Un fonctionnement similaire est observé pour 1’unité p-nitrophénol.

En conclusion, de nombreuses possibilités ont été explorées in vitro. Cependant, plusieurs obstacles
s’opposent a leur utilisation in vivo. Tout d’abord, les stabilités thermodynamique et cinétique des
complexes doivent étre suffisantes pour éviter le relargage de 1’ion Gd(IIl) dans 1’organisme car il est
toxique. Ensuite, I’imagerie cellulaire nécessite des agents de contraste pouvant franchir la membrane
cellulaire.

De plus, nous avons vu que I'utilisation d’agents de contraste spécifiques est principalement limitée
par un seuil de détection trop élevé. Ainsi, [’accés a des agents de contraste plus efficaces est

primordial pour le développement de ces nouvelles techniques.
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III. Des chromophores organiques aux complexes de

Ln(III) luminescents

La microscopie optique est utilisée pour déceler la présence de divers composés par 1’observation de
leur fluorescence. Le matériel biologique possede des propriétés de fluorescence intrinséque dues
notamment aux acides aminés aromatiques ou aux bases de I’ADN."?! Toutefois, il est plus aisé¢ pour
imager les tissus, cellules ou petits animaux, de faire appels a des marqueurs exogenes (c'est-a-dire
étrangers au milieu étudié), encore appelés fluorochromes. Ces marqueurs peuvent étre soit des
chromophores organiques (fluorescéine, rhodamine,...), soit des nanoparticules luminescentes, soit

des complexes de Ln(III) (Ln = Eu, Tb, Yb, ...).
II1.1. Définitions

II1.1.1. Fluorescence et phosphorescence

Lorsqu’une substance, initialement dans son état électronique singulet fondamental (S,), absorbe un
photon, il en résulte un état électronique d’énergie supérieure appelé « état excité ». Cet état est
instable et sa désexcitation vers ’état S peut se faire soit par des processus vibrationnels (1072-10™s),
soit par émission d’un photon. L’émission de photon associée a la relaxation d’un état
¢électroniquement excité est appelée luminescence. L’énergie du photon correspond a la différence
d’énergie entre 1’¢tat excité et le niveau accepteur de I’état fondamental. Les différents mécanismes de

retour a I’équilibre S;=> S, sont illustrés par le diagramme de Jablonski (Figure 1. 26).

— wem—/
ﬂ S, —_— A : absorption (107%s)

_ 1= F : fluorescence (10-12-10-5s)
N S1 P : phosphorescence (10-% — 10s)

—
A F P
Transfert inter systéme (ISC)
——— A— Relaxation vibrationnelle

N So So

Figure 1. 26 : Diagramme de Jablonski .
(S : état singulet, T : état triplet, v : niveaux vibrationnels associés)

Apres absorption, 1’état excité est relaxé de I’état singulet S; jusqu’au niveau fondamental. Les
processus non radiatifs mis en jeu peuvent impliquer soit des collisions avec les molécules de solvant,
soit des échanges vibrationnels avec les molécules environnantes a 1’état solide. Ensuite, deux types de
mécanisme de luminescence peuvent avoir lieu. Ils sont principalement différenciés par leurs temps

caractéristiques :
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- La fluorescence résulte de 1’émission d’un photon en association avec le transfert de spin de
1’état singulet S, vers un niveau vibrationnel excité de I’état fondamental (So*). La durée de
vie de 1état excité est comprise entre 10% et 10°s.

- La phosphorescence, implique une inversion de spin de I’un des électrons célibataires. Cette
conversion, plus lente (10%s), est appelée transfert inter systéme. Elle est en théorie interdite
mais favorisée par la présence d’atomes lourds comme les lanthanides. Ensuite, le transfert
T, So implique des états de multiplicité différente et est également « interdit ». La durée de

vie d’un état phosphorescent est donc relativement longue : de 10° 4 10 s.

II1.1.2. Rendement quantique

L’efficacité d’un processus luminescent est donnée par son rendement quantique. Il est défini comme
le rapport du nombre de photons émis au nombre de photons absorbés, pendant un temps donné. Il est
fortement influencé par la position énergétique des niveaux excités et est d’autant plus fort que les
désexcitations non radiatives sont minimisées.

Quel que soit le type de marquage, les molécules ayant un fort rendement quantique, un coefficient
d’extinction molaire élevé et également une résistance importante au photo blanchiment (ou « photo-
bleaching »), c'est-a-dire dont les propriétés d’émission ne sont pas affectées par les rayonnements

lumineux, seront privilégiées.

II1.2. Les chromophores organiques : une luminescence
éphémeére
De nombreux chromophores organiques sont disponibles commercialement. Les principales familles

de fluorophores utilisées sont les coumarines, les fluorescéines, les rhodamines et les cyanines. Elles

permettent de couvrir toute la largeur spectrale du proche UV au proche infrarouge (Figure 1. 27).

Coumarines Fluorescéines Rhodamines Cyanines
i
| I I | e
300 400 500 600 00 A/nm

Figure 1. 27 : Principales familles de fluorophores organiques et les domaines de longueurs d’onde
associées.

Les structures et les propriétés de certains de ces composées sont présentées ci-dessous (Tableau I. 5).
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H,N 0.__0 HO o) o) HN 0 _NH Cl'
= 0} O / O /

H03S (]
o\/ﬁ& O COOH ‘ COOCH,CH,
0]
NCS
Alexa Fluor 350 FITC Rhodamine 6G

‘0,8 SO, Na*
ICG
Famille Aabs (NM) Aem (NM) D (%)* T (ns)
Alexa Fluor 350  Coumarine 346 442 - -
FITC Fluorescéine 470 515 92 4.1
Rhodamine 6G =~ Rhodamine 530 552 61 2.5
ICG Cyanine 805 830 1.6 0.56

*PBS 50 mM, 150 mm NaCl, pH = 7.2, 22°C.

Tableau L. 5 : Exemples de fluorophores organiques communément utilisés et leurs propriétés. !

Des séries de fluorophores présentant de bons rendements quantiques et couvrant tout le domaine
visible avec des molécules empruntées a ces différentes familles sont commercialisées sous des noms
génériques : Alexa Fluor® (442 nm < Agm < 775 nm)"> ™ par Molecular Probes, Atto® dyes par
Aldrich.... En particulier, des rendements quantitatifs sont obtenus dans le visible avec certaines
fluorescéines et rhodamines. L’émission dans I’infrarouge est moins intense car elle est plus sensible
aux désexcitations non radiatives. Toutefois, les temps de vie de luminescence de ces composés sont
courts, de 1’ordre de la nanoseconde.

Une nouvelle famille de composés a également été¢ développée. Elle est basée sur I'utilisation de
dérivés du dipyrométhéne borane, communément appelé bodipy (Figure 1. 28). Des composés dont les
longueurs d’ondes d’émission sont comprises entre 520 et 670 nm ont pu étre obtenus par différentes
substitutions des groupements pyrole.” Certains de ces dérivés sont commercialisés par Molecular
Probes. Cependant, les temps de vie de luminescence restent courts : de 3.9 ns dans I’eau & 5.7 ns dans

le méthanol.””!
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Figure 1. 28 : Structure du bodipy.

Le nombre important de fluorophores commerciaux et leur utilisation facile en chimie organique
rendent ces composés attractifs pour réaliser des sondes optiques. En effet, ils peuvent étre aisément
couplés a toutes sortes de biomolécules telles que des oligonucléotides, des peptides, des
saccharides... De nombreux exemples de sondes et des applications associées peuvent étre trouvés
dans le Hanbook of Fluorescence édité par Invitrogen.!”!

Néanmoins, 1’utilisation de ces marqueurs est limitée par leurs propriétés optiques qui ne sont pas
toujours adéquates aux applications voulues. Tout d’abord, leur déplacement de Stokes, c'est-a-dire la
différence entre la longueur d’onde d’excitation et la longueur d’onde d’émission est faible, et rend le
filtrage entre la lumiére incidente diffusée (a la longueur d’onde d’excitation du systéme) et le signal
d’émission difficile. Ensuite, leurs bandes d’émission et d’absorption sont larges ce qui rend
I’utilisation simultanée de marqueurs différents difficile. Et surtout, les temps de vie de luminescence

sont faibles.

II1.3. Les ions Ln(III) : le concept de luminescence en
temps résolu

Nous avons vu au paragraphe [.4. que les ions lanthanides possédent non seulement des bandes
d’émission et d’absorption fines (quasi-monochromatiques) mais surtout, ils sont phosphorescents et
leurs temps de vie de luminescence sont significativement plus longs que ceux des chromophores
organiques (de I’ordre de la ms pour Eu(IIl) et Tb(III)).

Ainsi, leur utilisation permet de s’affranchir de la luminescence intrinséque du milieu biologique en

utilisant la méthode de luminescence en temps résolu (Figure 1. 29).

Fluorescence Phosphorescence
. du n_ﬂheu de I’ion Ln(IIT) (ms)
biologique(ns)
2
7
=
S
= >

Figure I. 29 : Principe de la luminescence en temps résolu.
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Le lanthanide est d’abord excité avec une lampe ou un laser pulsé. La mesure n’est effectuée qu’apres
un bref délai, ce qui permet de s’affranchir de ’auto fluorescence du milieu dont la durée de vie est

sensiblement plus courte que celle du lanthanide. De cette maniére, le rapport signal/bruit est amélioré.

Cependant, les coefficients d’extinction molaires des ions Ln(IIl) sont faibles et ils ne peuvent étre
excités que par des sources lasers dont la puissance entrainerait la destruction du matériel biologique.
Ainsi, ceux-ci doivent étre incorporés dans des systemes dont la fonction absorption est distincte du
lanthanide qui lui, joue le role d’émetteur. De plus, la séparation des fonctions absorption et émission

présente 1’avantage de conduire a un déplacement de Stokes important.

I11.4. Les complexes des Ln(II1) luminescents

Lorsqu’ils sont incorporés dans un complexe de structure . .
q P P Transfert d’énergie

UV/VIS

adaptée, les ions Ln(IIl) peuvent étre excités au moyen de

sources lumineuses classiques. En général, un (ou plusieurs)
. . . . . Chromophore
chromophores organiques incorporés sur le ligand jouent le

role d’antenne (Figure 1. 30). D’autres mécanismes de

sensibilisation peuvent étre également envisagés.
Figure 1. 30 : Principe de ’effet d’antenne.

II1.4.1. Les différentes voies de sensibilisation

- L’effet d’antenne

Le processus le plus souvent impliqué met en jeu 1’état triplet du ligand. Il se déroule en quatre étapes
illustrées a la Figure 1. 31. Le chromophore organique absorbe I’énergie lumineuse et peuple ses états
excités singulets 'mn*. Le ligand est adapté si d’une part, un transfert inter systéme permet le
peuplement de son état excité triplet *mn* et, d’autre part, un transfert d’énergie efficace a lieu de cet
état triplet vers les états excités du lanthanide. Les états excités du lanthanide sont ensuite relaxés par
un processus radiatif, conduisant a I’émission de lumiére. Ce mécanisme est communément admis
pour tous les complexes de lanthanides, a I’exception de I’ion Ytterbium(IIl). Le transfert inter
systeme est efficace si le niveau de 1’état triplet du ligand est en adéquation avec 1’état excité du métal.
Dans le cas d’une différence d’énergie trop faible, un transfert en retour (« back transfert ») vers 1’état

triplet a lieu.
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A : absorption

LMCT
111:712 y y F : fluorescence

P : phosphorescence

bt Transfert inter systéme
A F P P : _»Transfert d’énergie (ET)
«=.xp «Back transfert » (bt)

4 — e | 2 Relaxation vibrationelle

Ligand Métal LMCT : bande de transfert
de charge Ligand-Metal

Figure 1. 31 : Sensibilisation des Ln(III) par le ligand : mécanisme impliquant I’état triplet du ligand.

- Autres voies d’activation

Transfert par les bandes de transfert de charge

Le transfert par les bandes de transfert de charge ligand - métal (LMCT) ou métal - ligand (MLCT)
permet également de sensibiliser le métal. Cette méthode est largement utilisée pour exciter les métaux
de transition. Elle est cependant peu utilisée pour les lanthanides car d’une part, les bandes de transfert
de charge sont plus faibles et d’autre part, leur niveau d’énergie doit étre parfaitement contr6lé. En
effet, un niveau suffisamment élevé permet le transfert vers 1’état excité Ln* et exacerbe la
luminescence ; en revanche un niveau d’énergie trop bas I’éteint (Figure I. 31). Les bandes de
transfert de charge sont ainsi impliquées dans les processus de désactivation non radiatifs électriques
comme le Transfert Electronique Photo-induit (PET). Ce phénoméne est lié a une oxydation ou une
réduction du métal associée a 1’excitation du ligand. Il est d’autant plus probable que le caractére
¢électro-attracteur ou donneur d’une molécule est exacerbé dans son état excité. En général, une
réduction du métal est observée. Elle est d’autant plus favorisée que le métal est facilement réduit :

Eu(IIl) > Sm (III) > Yb(III).l"®!

Sensibilisation par les métaux d

Le dernier mode d’excitation implique le transfert d-f depuis un métal de transition. Cette stratégie est
largement utilisée mais ne sera pas détaillée ici. Par exemple, le Cr(Ill) est efficace pour I’activation
de complexes émettant dans le proche infrarouge'”” et permet d’augmenter la durée de vie apparente
de la luminescence.”™

- Cas de l'ion Ytterbium.

Pour I’ion Yb(III) qui ne posséde qu’un état excité (*Fs,, E = 10 300 cm™), le mécanisme de transfert
d’énergie depuis le chromophore est plus controversé. Deux alternatives ont été proposées. La
premiére suggere un transfert « classique » par ’intermédiaire de 1’état triplet du ligand en dépit d’une

différence d’énergie importante entre les états *nr* et Ln* ; I’énergie en excés étant transformée en

énergie vibrationnelle et en chaleur.”” La deuxiéme explication met en jeu un transfert d’électron
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associ¢ a un mécanisme d’oxydoréduction impliquant le degré d’oxydation Yb(II). Ce mécanisme est
illustré a la Figure 1. 32. Il n’est envisageable que si les deux étapes de transfert d’électron sont

thermodynamiquement possibles.

L*, Yb'!

transfert e-

L*,Yb!

L, Yb"

L, Yb"

Figure I. 32 : Mécanisme par transfert d’électron pour la sensibilisation de I’Yb(III).

Ce mécanisme a été mis en évidence par Horrocks et al’® en observant la luminescence de 1’ Yb(III)
en présence de parvalbumine apres excitation des unités tryptophanes de la protéine. La réduction de
I’Yb(III) par le tryptophane dans son état excité singulet L* produit un radical cationique L°" et
I’Yb(II). Le radical cation, oxydant trés puissant, va oxyder a nouveau I’ytterbium(II) pour donner le
ligand L dans son état fondamental et le métal trivalent, soit dans son état fondamental Ln, soit dans

son état excité Ln*. La fraction de Ln* obtenue est a I’origine de la phosphorescence observée.

- Les mécanismes de transfert
Le transfert d’énergie de 1’état triplet du ligand vers les états excités du métal est un phénomene trés
complexe qui implique plusieurs mécanismes. Deux mécanismes limites ont été proposés et sont

représentés Figure 1. 33 : celui de Dexter (a gauche) et celui de Forster (a droite).

A A

E E
Tnn*  3nn* . Tnn*  3rn* .
R Ln A e Ln
..._.' y o, .
—F TR
7y 7y

Ln —H— Ln —H—
_f_l_ nn _f_l_ nn

Figure 1. 33 : Représentation schématique des mécanismes de Forster (a gauche) et de Dexter (a droite).
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- Le mécanisme de Dexter™® repose sur un échange électronique entre le ligand et le métal. Ce
transfert nécessite un contact entre les orbitales moléculaires du donneur et de I’accepteur.
Ainsi, son efficacité dépend exponentiellement de la distance R entre le donneur et I’accepteur

(€™). On peut considérer qu’il cesse d’étre impliqué au dela de R =3 A.

- Le mécanisme de Forster™ s’appuie sur le couplage entre le moment dipolaire associé a 1’état
triplet et celui des orbitales 4f. Dans le cas d’un mécanisme purement dipolaire, I’efficacité du
transfert peut étre estimée a partir de I’équation simplifiée suivante :

1
N,=——"—¢ Equation I. 16

6
IJ{R}
RO
avec R la distance donneur-accepteur et Ry la distance de Forster, correspondant a une
efficacit¢ de transfert moyenne de 50%. Elle dépend de plusieurs parametres comme le
rendement quantique du donneur (en absence d’accepteur), I’indice de réfraction du milieu

¢tudié, I’intégral de recouvrement entre le spectre d’émission du donneur et le spectre

d’absorption de 1’accepteur.

I11.4.2. Conception de chélates de Ln(III) luminescents

A la lumiére de ces mécanismes, plusieurs points doivent attirer notre attention lors de la conception

d’une sonde luminescente :

- Les désexcitations non radiatives vibrationnelles liées aux oscillateurs O-H du solvant ou aux
vibrations des liaisons du ligand devront étre minimisées. Pour cela, la présence d’oscillateurs
moléculaires de type O-H ou N-H dans la premiére sphére de coordination du lanthanide est a
¢viter. En effet, les modes vibrationnels peuvent interagir avec les niveaux électroniques
excités de 1’ion, conduisant a une atténuation (« quenching ») de la luminescence. Ainsi,
lorsque des molécules de solvants protiques (H,O, et dans une moindre mesure MeOH) sont
coordinées au centre métallique, la durée de vie de luminescence et le rendement quantique se
trouvent fortement affectés. L’efficacité du processus est fortement influencée par la nature du
vibrateur. Ainsi, la désactivation par les vibrateurs O-H est supérieure a celle provoquée par
les vibrateurs O-D. Cette différence peut étre mise a profit pour déterminer le nombre de
molécules d’eau coordinées au métal. La méthode est détaillée en Annexe 1. Afin d’éviter ces
vibrations, les complexes dont la sphére de coordination est saturée sont privilégiés. De plus,
pour un vibrateur donné, la désactivation est d’autant plus faible que la différence d’énergie

AE entre 1’état émissif du lanthanide et son état fondamental est grande. Par exemple,
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I’extinction de luminescence est plus importante pour 1ion Eu(III) (AE(’Dy-"F¢) = 12 300 cm’

" que pour I’ion Tb(III) (AECD4-"Fo) = 14 200 cm™) (Figure L. 34).
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Figure 1. 34 : Désexcitations vibrationnelles des complexes d’Eu(III) et de Th(III) dans ’eau légére et dans
D,0.

- De méme, nous avons vu que des désexcitations non radiatives par Transfert Electronique

Photo induit (PET) sont d’autant plus probables que le lanthanide utilisé est oxydant et que le

ligand est réducteur. Ce processus, principalement observé dans le cas de 1I’Eu(IIl), est favorisé

par la présence de groupements donneurs d’électrons (comme les amines) sur le ligand."***¥

- Aussi, le niveau énergétique de 1’état triplet du ligand doit étre correctement positionné
par rapport aux états excités de 1’ion étudié. Une étude détaillée a été réalisée par M. Latva et
ses collaborateurs sur une série de complexes de Tb(III) et d’Eu(IIl). Ils ont démontré que le
transfert était irréversible a partir d’une différence d’énergie entre les deux états supérieure a
1850 cm™.*) Pour les complexes d’Eu(IIl), la relation entre la position énergétique de 1’état
triplet du ligand et I’efficacicé du transfert semble moins bien comprise. Néammoins, cette
méme étude a révélé un transfert efficace pour un état triplet du ligand positionné autour de
22 000 cm™'. Dans le cas d’une différence énergétique plus faible, un processus de transfert en
retour de type vibrationnel a lieu. Son temps de vie dépend de la température, selon une

équation de type Arrhenius.
Ainsi, le rendement quantique d’un complexe est fortement influencé par les propriétés de son ligand.

Celui-ci doit étre bien adapté pour limiter les processus de désactivation non radiatifs et ces niveaux

d’énergie doivent étre en bonne adéquation avec ceux du métal utilisé.
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I11.5. Exemples d’'application des complexes de Ln(I1I) pour
le diagnostic biomédical

Il existe trois applications principales des complexes luminescents dans le domaine biomédical : les
sondes chimiques luminescentes, les tests immunologiques et les essais d’hybridation, et I’'imagerie

médicale.

II1.5.1. Sondes luminescentes

En ce qui concerne les sondes, la détection d’ions ou d’entités moléculaires (analyte) s’effectue par la
présence ou I’absence d’un signal lumineux (systéme « on-off »). La modulation de la luminescence

peut avoir lieu par trois mécanismes principaux (Figure 1. 35).1")

a)

c) h\."g
|

< <

Figure L. 35 : Modulation de la luminescence d’un complexe de lanthanide par I’interaction avec un
analyte an. D’aprés la référence ",
Premiérement, I’analyte peut interagir directement dans la sphére de coordination du lanthanide. Ce
mécanisme est mis & profit pour la détection d’anions (Figure I. 35 a). Nous savons que la
luminescence du métal est « quenchée » par la présence de molécules d’eau liées au centre métallique.
L’interaction avec des anions déplace ces molécules d’eau et restore la luminescence. Un travail
important dans ce domaine a été réalis¢ par D. Parker et ses collaborateurs.” Par exemple, le
complexe cationique d’Eu(Ill) incorporant un chromophore pyridinothioxanthone (Figure 1. 36)
s’avére étre un senseur sélectif du citrate.® En effet, en présence de citrate, une augmentation
significative de I’intensité¢ de la bande d’émission de I’Eu(Ill) a 615 nm est observée. De plus, cette
augmentation a lieu quel que soit le pH (4 < pH < 8.2) et n’est pas influencée par la présence d’autres
anions endogenes (phosphate, lactate, carbonate) dans des concentrations identiques a celles du milieu

extracellulaire.
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Ph

Figure I. 36 : Senseur sélectif du citrate.

Deuxiémement, la luminescence du complexe peut étre influencée par les propriétés photophysiques
du ligand en modifiant par exemple le niveau énergétique de ses états excités (Figure 1. 35 b et ¢). Les
processus non radiatifs font alors intervenir les bandes de transfert de charge ou un transfert d’électron
photo induit d’un récepteur vers le lanthanide. Ce processus est souvent utilisé pour la détection de
cations métalliques et I’élaboration de systémes sensibles au pH :*'! la complexation d’un cation par le
récepteur supprime le transfert d’électron et la luminescence devient le principal processus de
relaxation. De tels systémes ont été développés pour la détection des principaux cations endogénes :
Cu(II), Zn(II), Mn(II), Ca(II), Mg(II), K(I) et Na(I).¥**!

Enfin, des systémes analogues a ceux utilisés pour le développement d’agents de contraste IRM
sensibles au pH ont également été utilisés (§ I11.5). Pour ces systémes, le nombre d’atomes donneurs, et
par conséquent le nombre de molécules d’eau dans la sphére de coordination du métal, varient avec le

pH et engendrent une modulation des désexcitations vibrationnelles."

ITI1.5.2. Tests immunologiques

Les tests immunologiques se basent sur une réaction biochimique entre un antigéne (I’analyte) et un
anticorps spécifique marqué avec une sonde fluorescente. Plusieurs technologies sont utilisées et
commercialisées avec des complexes de lanthanide: on distingue les tests hétérogénes des tests

homogenes (Figure 1. 37).
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a) Phase hétérogéne Complexes b) Phase homogéne
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Figure L. 37 : Principe des tests immunologiques.

Pt

Le systétme hétérogene Delfia (Dissociation Enhanced Lanthanide FluorolmmunoAssays) a été
développé par le groupe de I. Hemmili dans les années 1980.°*! Un complexe de Ln(III) luminescent
est greffé sur un anticorps spécifique de I’analyte a étudier. L’entité analyte-anticorps marqué est mise
en présence d’un second anticorps fixé sur un support solide. Aprés lavage de ’anticorps marqué en
exces, les ions Ln(IIl) sont relargués en milieu acide. Ces ions sont ensuite complexés par un
photosensibilisateur (B-dicétone) et la luminescence de ce nouveau complexe est mesurée. Une
adaptation de cette méthode consiste a greffer directement un complexe de lanthanide luminescent sur

le premier anticorps, ¢’est la technologie CyberFluor."*"!

Les tests homogénes impliquent, pour la plupart, la réaction d’un antigéne avec deux anticorps
différents : le premier est marqué avec le chélate de Ln(Ill), le second avec un accepteur organique.
Aprées excitation, la lumieére émise par le lanthanide est transférée sur 1’accepteur qui émet a une
longueur d’onde caractéristique. Le transfert TR-FRET (Time-Resolved Fluorescence Resonance
Energy Transfer) n’a lieu que si le donneur et 1’accepteur sont suffisamment proches, c’est a dire s’ils
sont attachés au méme antigéne. Sur ce principe, G. Mathis et ses collaborateurs ont réalisé de
nombreux tests immunologiques et des tests d’hybridation de ’ADN. Des complexes d’Eu(Ill) avec
les cryptants de Lehn sont utilisés avec des accepteurs cyanine et d’autres systémes.”> ** Ils sont
aujourd’hui commercialisés par la société Cis Bio international. La société Amersham Biosciences a

[97

développé un systéme analogue avec des ligands terpyridine.””! Deux exemples sont représentés a la

Figure 1. 38.
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Figure 1. 38 : Premiers complexes d’Eu(IIl) commerciaux : a gauche, crypate d’Eu(III) avec le ligand
TSP ;% a droite, complexe avec le ligand TMT."”!

II1.5.3. Imagerie

Actuellement la technique d’imagerie par luminescence est applicable uniquement in vitro ou pour les
expériences sur les petits animaux. Deux types de marqueurs luminescents sont utilisés pour
I’imagerie par fluorescence en temps résolu : les complexes de lanthanides émettant dans le visible
(Eu(Ill) et Tb(IIl) principalement) et ceux émettant dans 1’infrarouge, principalement 1"Yb(III).
L’émission dans I’infrarouge présente un avantage considérable puisqu’elle permet de s’affranchir de
I’absorption de 1’eau et des tissus biologiques et, a terme, d’explorer des tissus plus en profondeur.
Dans tous les cas, les efforts de recherche sont dirigés vers 1’élaboration de marqueurs spécifiques.
Des stratégies analogues a celles développées pour les agents de contraste pour I’IRM sont utilisées.
Les efforts se sont principalement concentrés sur la détection des cellules cancéreuses.!'”! Les ligands
utilisés sont semblables a ceux utilisés pour la complexation du Gd(III). La plupart sont dérivés des
ligands polyaminocarboxylate de type DOTA ou DTPA pour lesquels un (ou plusieurs) bras acétate

13,94

(ou phosphonate) a été fonctionnalisé par un chromophore.!***! Par exemple, D. J. Bornhop et al. ont

mis au point un ligand dérivé du cycléne (Figure 1. 39) dont la luminescence du complexe de Tb(IIl) a

été observée in vitro chez le hamster.”™

/ N\
C4H9—O 9

Figure 1. 39 : Exemple de ligand construit sur une plateforme cyclen.
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D. Parker et ses collaborateurs ont également réalisé des images de cellules (fixées et vivantes) avec le
complexe d’Eu(Ill) dérivé du pyridinothioxanthone dont la structure est représentée Figure 1. 36. Pour
les trois lignées cellulaires NIH 3T3, Hela et HDF, seule la luminescence du noyau est observée.
Ainsi, le complexe est sélectif du noyau de la cellule et son utilisation ouvre de nouvelles voies pour la
visualisation des mécanismes au sein du noyau. D’autres exemples de complexes luminescents seront

présentés au chapitre IV.
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IV. Sondes « bimodales »

Il est important de souligner 1’intérét croissant pour les « sondes bimodales » pouvant &tre utilisées a la
fois pour I’imagerie optique et pour 'IRM. Avec de telles sondes, il devient possible de corréler les
observations in vitro par microscopie optique a ce qui est observé chez le patient par IRM et de
bénéficier simultanément de la forte sensibilit¢ de la sonde luminescente et de la résolution

anatomique de I’IRM.

Plusieurs sondes bimodales ont été synthétisées. En général, un chromophore organique est reli¢ a un
agent de contraste.”> *! Par exemple, K. Logothetis et ses collaborateurs ont conjugué un complexe de
Gd(IIT) dérivé du DOTA a la fluorescéine (Figure 1. 40).!'%!

Une autre approche consiste a développer des ligands pouvant étre utilisés pour I’Imagerie par
Résonance Magnétique ou pour I’imagerie optique en fonction du métal utilisé. C’est a cet aspect que
nous nous sommes intéressés. Cette approche est trés récente et permet de s’affranchir de la courte
durée de vie des chromophores organiques. Les premiers exemples ont été étudiés par D. Parker et ses
collaborateurs. Nous avons déja cité I’exemple des complexes de Gd(III) et de Tb(IIl) dont les
propriétés sont sensibles au pH.”? Plus récemment, C. Picard et ses collaborateurs ont obtenu une
sonde bimodale a partir d’un ligand macrocyclique contenant une unité bipyridine (Figure I. 40).!"!
Le complexe formé avec 1’ion Gd(III) posséde une relaxivité du méme ordre de grandeur que celle des
agents de contraste commerciaux (r; = 3.4 mM's”, 20 MHz, 37°C) ; les complexes avec les ions

Tb(III) et Eu(Ill) possédent une luminescence intense : leurs rendements quantiques respectifs sont

10% et 20%.
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Figure 1. 40 : Exemples de «sonde bimodale » pour ’IRM et la luminescence : a gauche, exemple

développé par K. Logothetis et al ;" 3

=Gd, Th).

a droite : complexes étudiés par C. Picard et ses collaborateurs (Ln
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Ces deux techniques d’imagerie requierent 1’élaboration de complexes thermodynamiquement et
cinétiquement stable et a terme, sélectifs de la molécule cible a étudier. Ainsi, nous pouvons envisager
d’utiliser un méme ligand pour les deux applications. Une comparaison directe des résultats de I’IRM
effectuée chez le patient aux observations in vivo par microscopie optique permettrait en effet
d’améliorer sensiblement la qualité du diagnostic.

Notons toutefois, que cet objectif est un véritable challenge. En effet, ce sont les propriétés de la
sphére de coordination qui déterminent 1’efficacité des complexes et nous avons vu que les exigences
sont différentes selon que le complexe soit utilisé pour I’IRM ou la luminescence. Notamment, une
sphére de coordination saturée conduit a des meilleurs rendements quantiques, alors que la présence de

molécules d’eau en premiére sphére est la clef d’une relaxivité élevée !
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V. Contexte et objectifs du travail

Ce travail de thése s’inscrit dans le cadre du développement de nouveaux chélates de lanthanides pour
leur utilisation comme sondes magnétiques et optiques pour 1’imagerie biomédicale. Les progres
récents en matiere de diagnostic et d’instrumentation ont ouvert de nouvelles perspectives pour
I’Imagerie par Résonance Magnétique : des scanners IRM a hauts champs (jusqu’a 9.4 T) ont été mis
en place pour I’imagerie des petits animaux ; le développement des biotechnologies ameéne les
chercheurs a développer I’imagerie moléculaire en utilisant des agents de contraste spécifiques de la
cible a étudier. Toutefois, la qualité des images IRM est aujourd’hui limitée par sa faible sensibilité.
Le développement d’agents de contraste a haute relaxivité est donc indispensable aux nouvelles
applications. Nous avons vu en introduction que de nombreux paramétres rentrent en jeu dans la
description du mécanisme de relaxivité d’un agent de contraste. Dans le cas des complexes de Gd(I1l),
le nombre de molécules d’eau dans la sphére de coordination du métal, leur vitesse d’échange, le
temps de corrélation rotationnelle du complexe et le temps de relaxation électronique longitudinale
sont autant de paramétres a optimiser pour obtenir une relaxivité élevée. De plus, leur influence sur la
relaxivité varie en fonction du champ magnétique. Ainsi, des propriétés différentes sont requises pour

leur utilisation aux champs forts (7 a 9.4 T) ou aux champs classiques de I'IRM actuelle (0.5 4 1.5 T).

Aux champs moyens, la vitesse d’échange des molécules d’eau en premiére sphére ainsi que le temps
de corrélation rotationnelle du complexe sont particuliérement importants. De nombreuses études ont
été réalisées dans ce sens et leur influence sur la relaxivité est relativement bien comprise.”” Ce n’est
pas le cas de la relaxation électronique. D’une part, il n’existe pas de méthode simple permettant sa
détermination expérimentale."*®! D’autre part, la théorie de Solomon-Bloembergen-Morgan utilisée
jusqu’ici pour la description de la relaxation électronique ne permet pas de rendre compte des
phénoménes observés aux champs faibles & moyens.'"” Cependant, I’influence de la relaxation
¢lectronique n’est pas négligeable. En particulier, dans le cas des complexes macromoléculaires : un
temps de relaxation trop court peut conduire a une chute de relaxivité jusqu’a 30% aux champs actuels
de I’imagerie clinique !™”" Aux champs élevés (7 4 9.4 T), la relaxation électronique longitudinale est
lente quelque soit 1’architecture du complexe et affecte peu la relaxivité. Seuls le temps de corrélation
rotationnelle du complexe et la vitesse d’échange des molécules d’eau en premicre sphére de
coordination peuvent étre optimisés. Néanmoins, leur influence sur la relaxivité est moins importante
qu’a bas champ. Des relaxivités élevées peuvent étre toutefois atteintes par I’augmentation du nombre

de molécules d’eau en interaction avec le métal.

Une série de complexes de gadolinium(Ill) avec des ligands dérivés du picolinate ont été

précédemment ¢étudiés au laboratoire. Deux de ces composés présentent des propriétés

63



Introduction

particuliérement intéressantes. Ils sont représentés ci-dessous (Figure 1. 41). Le complexe avec le
ligand tpatcn3' posseéde 1’une des relaxations électroniques en champ nul les plus lentes décrites dans la
littérature.*”! Cependant, sa relaxivité est limitée par I’absence de molécules d’eau dans sa sphére de
coordination. Le complexe de Gd(III) avec le ligand tpaa® posséde deux molécules d’eau en sphére
interne et de ce fait, une relaxivité élevée.!'” Toutefois, une étude compléte du systéme est rendue

impossible par sa faible solubilité a pH physiologique.

[Gd(tpatcn)] [Gd(tpaa)(H,0),]

3-

Figure I. 41 : Complexes de Gd(III) avec les ligands picolinate tpatcn® et tpaa™.

Notre travail s’oriente selon les deux axes suivants : d’une part, améliorer la relaxivité du complexe
[Gd(tpatcn)] par I’incorporation d’une molécule d’eau dans sa sphére de coordination et, d’autre part,
augmenter la solubilité du complexe [Gd(tpaa)], afin de tirer parti de la présence des deux molécules

d’eau dans sa sphere de coordination.

Pour cela une série d’analogues octadentes du ligand Hstpatcn sera synthétisée. Ils sont obtenus en
remplacant un picolinate bidente par un groupement monodente (acétate, phosphonate et propionate).
Les structures des complexes sont représentées Figure 1. 42. L’étude de la série devrait permettre de
conclure quant a I’influence de I’architecture du complexe sur sa stabilité et ses les paramétres

déterminant la relaxivité : vitesse d’échange et bien sir, la relaxation électronique.

w? g @w? Ef S
OP\/
O O o

[Gd(bpatcn)(H,0)] [Gd(pbpatcn)(HZO)]' [Gd(ebpatcn)(H,0)]

Figure 1. 42 : Complexes mono-aqua dérivés du [Gd(tpatcn)].

Concernant le complexe [Gd(tpaa)], plusieurs stratégies peuvent &étre utilisées pour augmenter sa
solubilité. En général, un complexe est d’autant plus soluble en milieu aqueux que le nombre de
groupements hydrophobes est faible par rapport & la quantité de substituants hydrophiles. Aussi, la
solubilité¢ est meilleure pour les complexes chargés. Ainsi, nous avons tout d’abord envisagé de
substituer un groupement picolinate hydrophobe du ligand Hjtpaa par un groupement acétate
hydrophile. De ce fait, la coordination du ligand est réduite et le complexe formé posseéde trois
molécules d’eau dans sa sphére de coordination. L’étude d’un analogue bis-aqua anionique possédant

un groupement aspartate a ¢galement ét¢ envisagée. Les complexes sont représentés a la Figure 1. 43.
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[Gd(dpaa)(H,0);] [Gd(dpaba)(H,0),] [Gd(mpaten)(H,O);]

Figure I. 43 : Complexes bis-aqua dérivés du [Gd(tpaa)(H,O];] (a2 gauche) et du [Gd(tpatcn)] (2 droite).

Ils posseédent deux ou trois molécules d’eau dans leur premiére sphére de coordination et, de ce fait,
sont susceptibles d’avoir une relaxivité dans 1’eau élevée quel que soit le champ. Cependant, deux
facteurs limitent 1’utilisation de tels systémes en milieu physiologique et sont a prendre en compte :
premiérement, un nombre d’hydratation élevé se traduit souvent par une baisse de la stabilité du
complexe ; deuxiémement, la compétition avec des ligands endogénes comme les anions phosphate,
carbonate ou citrate ou les groupements carboxylate des chaines latérales des protéines, peut conduire
a une diminution de la relaxivité. Des ¢tudes récentes ont montré que 1’affinité des ligands endogénes

(194 Ainsi, afin de comparer les propriétés des

est fortement influencée par I’architecture du complexe.
tripodes a pivot «amine centrale» a celles d’un complexe construit sur une base 1,4,7-
triazacyclononane, un analogue bis-aqua du complexe [Gd(tpatcn)] sera également synthétisé : le
complexe [Gd(mpatcn)(H,0),] dont la structure est également représentée Figure 1. 43. Une étude
comparative sera réalisée sur les trois complexes [Gd(dpaa)(H,O);], [Gd(dpaba)(H,O),]" et

[Gd(mpatcn)(H,0),] afin d’étudier I’influence de leur architecture sur leur stabilité thermodynamique,

leurs propriétés de relaxivité et leur affinité pour les ligands endogenes.

Un intérét non négligeable de tous ces systémes réside dans leur « bimodalité ». En effet, tous les
ligands présentés ici incorporent des chromophores organiques. Le groupement picolinate compte
parmi les meilleurs chromophores qui sensibilisent I’Eu(IIl) et le Tb(III).'%! Ainsi, les complexes
correspondants seront évalués du point de vue de leur luminescence dans le visible. En effet,
I’influence de la géométrie dans laquelle le chromophore est arrangé autour du lanthanide sur son
efficacité de luminescence a trés peu été étudiée. Une étude systématique sur 1’ensemble des ligands

développés ici devrait permettre de dégager les facteurs importants.

Nous avons vu que les systemes émettant dans I’infrarouge sont particuliérement intéressants pour
leurs applications dans le domaine biomédical. Ainsi, nous avons également envisagé 1’étude d’un
systeme tripodal luminescent dans I’infrarouge. Le picolinate n’étant pas adapté a la sensibilisation des
ions Yb(III), Nd(III) et Er(Ill) émettant dans I’infrarouge, nous avons décidé de les remplacer par des

chromophores hydroxyquinoléine dont les propriétés de sensibilisation se sont avérées tres
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efficaces.'” Pour cela, des complexes avec un ligand analogue du ligand Hstpatcn possédant des

groupements hydroxyquinoléine seront étudiés (Figure 1. 44).

[Ln(thqten)]

Figure I. 44 : Structure du complexe avec le ligand thqten® (Ln =Nd, Yb, Er).

Ce manuscrit est organisé de la maniére suivante : aprés avoir présenté la synthése des ligands
(chapitre II), nous présenterons 1’étude des complexes de Gd(III) du point de vue de leur structure, leur
stabilité et leurs propriétés de relaxivité (chapitre III). Une nouvelle méthode de détermination directe
du temps de relaxation électronique sera présentée. Enfin, le chapitre IV sera consacré aux propriétés
de luminescence dans le visible des complexes avec les ligands dérivés du picolinate (Eu(III), Tb(III))
et a I’étude de la luminescence des complexes [Ln(thqtcn)] dans le proche infrarouge ( Ln =Yb, Nd,

Er).
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Synthése des ligands

I. Conception des ligands

Nous avons vu en introduction que la structure et 1’architecture du ligand ont une grande influence sur
les propriétés du complexe de lanthanide associé. Plusieurs stratégies ont été développées pour

encapsuler les ions lanthanides dans une structure aux propriétés prédéterminées.

La premicre approche est basée sur le principe clef-serrure : le ligand est constitué d’une cavité
coordinante dont les propriétés (taille, nombre, nature et disposition des atomes donneurs) sont

prédéfinies en fonction de I’ion a coordonner et des propriétés souhaitées.

Des ligands
macrocycliques (coronants)*! ou polycliques (cryptants)™ * sont utilisés. La préorganisation de ce type
de récepteur vise a minimiser le colt entropique de la complexation. Plusieurs exemples de complexes
luminescents avec des cryptants de Lehn ont été décrits en introduction.”! La difficulté dans le
développement de ce type de ligands réside dans 1’ajustement de la cavité a la taille de 1’ion considéré
ce qui rend le contrdle de la sphére de coordination du métal délicat. Une petite modification des
groupes fonctionnels peut se traduire par une variation importante de la taille de la cavité, et donc de la

stabilité du complexe.

Pour pallier a ces difficultés, une deuxiéme approche, basée sur le concept d’ajustement induit a été
développée.”) Cette approche prend en compte la flexibilité des ligands : la cavité de coordination est
construite par « enroulement » du ligand autour de 1’ion métallique qui joue alors le role d’un agent
template. L’absence de préorganisation des ligands défavorise entropiquement la complexation. Ce
sont des interactions secondaires intramoléculaires entre les ligands qui vont agir sur la stabilité¢ des
édifices formés. Ces interactions sont dirigées par le ligand et par les propriétés structurales (taille,

géométrie) et électroniques du complexe.”

Ainsi, cette approche permet un meilleur contréle de la
sphere de coordination du complexe. L’utilisation de ce principe a donné naissance a de nombreuses

familles de ligands : les macrocycles ramifiés, les auto-assemblages et les podants (Figure 1. 1).
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{

Macrocycle ramifié <

Podant

Auto-assemblage '/2

Figure II. 1 : Représentation schématique des différentes familles de ligands flexibles.

De nombreux exemples d’utilisation de cyclénes fonctionnalisés, de type DOTA* ou DO3A’ ont été
vus en introduction. Ces ligands forment des complexes extrémement stables avec les ions Ln(III).
Nous avons vu en introduction que ce sont les ligands les plus utilisés actuellement pour le
développement d’agents de contraste et de sondes luminescentes.® "

Des auto-assemblages en triple-hélice ont également été synthétisés au laboratoire du Pr. C.

121 Ces hélicates permettent I’accés & de nouveaux systémes hétérobimétalliques d-f.l"*! En

Piguet.!
choisissant un métal d approprié, ces édifices supramoléculaires peuvent posséder des propriétés
magnétiques ou spectroscopiques intéressantes.

La derniére famille est constituée des ligands podants. Parmi eux, les polyaminocarboxylates linéaires
dérivées de ’"EDTA™ ou de la DTPA™ ont été largement étudiés pour le développement d’agents de
contraste.!"" Le principal inconvénient de ces systémes est leur faible symétrie et leur flexibilité
importante. De plus, ils conduisent majoritairement a des complexes anioniques présentant une grande
osmolarité en milieu physiologique. Les ligands tripodes constituent une approche intermédiaire entre
I’utilisation de récepteurs rigides et celle des ligands linéaires flexibles. Ils allient a la fois
prédisposition et stabilité des complexes formés a une cinétique de complexation rapide apportée par
une structure ouverte flexible. Plusieurs motifs (ou ancres) permettent d’accéder a 1’élaboration de
ligands tripodes : le motif amine tertiaire pour lequel trois fonctions coordinantes sont reliées a un
azote central par des ponts méthylénes (ou éthylénes), le motif tren'*! pour lequel un azote central est
en général lié a trois fonctions amide par des ponts éthylénes et la plateforme 1,4,7- triazacyclononane

(tacn). Ces trois motifs sont représentés ci-dessous avec un exemple d’application (Figure II. 2).
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(0] I\ S\ O
NH N HN
—
7 N\ j 7\ A N N = N" N
OH |~ HO | i | N~
N o N _N_AL N \‘\N 'y
/ \ \ N
(0] (0] R R/N
\OH _N R R
\ R R

I‘\J 6}

tren-Me-3,2-hopo R=H tpa R=H tmptacn
R=COOH Hjtpaa R=COOH Hjtpaten

Figure II. 2 : Principaux motifs conduisant a la synthése de ligands tripodes et exemples de ligands.

Les motifs utilisés pour la chimie de coordination des lanthanides(IIl) ont été empruntés a la chimie

des métaux de transition. Le motif tren a largement été utilisé pour la complexation des métaux de

16-19

transition!'*'”, puis pour celle des Ln(III). Par exemple, le groupe de K.N. Raymond a développé une

série de ligands dérivés du ligand tren-Me-3,2-hopo dont les complexes de Gd(III) possédent des

13201 ¢ principal avantage du motif tren réside dans la facilité de

propriétés de relaxivité intéressantes.!
synthése des ligands et dans son adaptabilité. En effet, différents groupements peuvent étre incorporés
par la formation d’une liaison amide avec les amines primaires terminales. Cependant, le groupement
carbonyle peut agir comme groupement coordonnant comme dans le cas du ligand tren-dpaam

développé par C. Piguet et ses collaborateurs.”"

N\ Nj /N N o
/7\N “ /7\
O O ‘ A QNT
fN) N _~
T
tren-dpaam

Figure II. 3 : Structure du ligand tren-dpaam.

Les tripodes possédants des ponts méthylénes sont plus cotliteux en synthése organique mais donnent
lieu a la formation de systémes plus rigides. Ils sont utilisés depuis longtemps pour la complexation
des métaux de transition comme le Cu(I)** ! et le Fe(I)* en vue de développer des modéles
fonctionnels et structuraux des sites actifs de métalloprotéines ou d’enzymes. Par exemple, le ligand

25 . .
7.1 Les premiers essais

tpa a été synthétisé pour la premicre fois par G. Anderegg et F. Wenk en 196
d’utilisation du ligand tpa pour la complexation des lanthanides ont été réalisés au laboratoire. Des
complexes 1 : 1 stables dans le méthanol ont été obtenus ; cependant, ils se dissocient partiellement
dans I’eau.” En vue d’augmenter la stabilité du complexe, le ligand Hstpaa a été synthétisé et les
complexes de Gd(III) associés possédent des propriétés de relaxivité intéressantes.”” Enfin, nous
avons vu en introduction que, le ligand 1,4,7-triazacyclononane ainsi que ses dérivés s’averent étre
également des bons ligands des métaux de transition et sont utilisés pour le développement de mimes

28,29

de sites actifs de métalloprotéines.” *! En particulier, la structure et les propriétés de complexation de
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plusieurs cations (M = Na®, Ca®", Cu®", Zn*",...) par le ligand tmptacn ont été étudiées’™ *'\. La
coordination du Ni(II) avec 1’analogue pentadente dmptacn a également été étudiée par le groupe de
L. Spiccia (Figure II. 4).5% Toutefois, il faut noter que la synthése des composés dissymétriques est

beaucoup plus délicate que celle des composés symétriques et souvent peu reproductible.

NN
N N |
Ho Ny

dmptacn

Figure II. 4 : Structure du ligand dmptcn. B2

De maniére analogue au ligand Hjtpaa, un ligand nonadente (tpatcn) possédant trois unités picolinate
greffées sur le pivot 1,4,7-triazacyclononane a été développé au laboratoire.*” 11 forme un complexe
stable en solution aqueuse avec I’ion Gd(III) qui posséde une relaxation électronique
exceptionnellement lente a bas champ, a I’origine d’une relaxivité particuliérement élevée pour les

faibles valeurs de champs magnétiques.
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I1.Ligands tripodes a pivot 1,4,7-triazacyclononane

IL.1.  Synthese et caractérisation des ligands a motif

picolinate

Le complexe de Gd(III) du ligand Hstpatcn posséde une relaxation électronique intéressante.
Toutefois, son utilisation en tant qu’agent de contraste pour I’IRM est limitée par sa faible relaxivité
due a I’absence de molécules d’eau dans sa sphere de coordination. Des modifications structurales du
ligand Hstpaten ont donc été envisagées afin d’y incorporer des molécules d’eau. Une série de ligands
octadentes et un ligand heptadente, analogues du ligand Hstpatcn, ont été synthétisés (Figure II. 5).
Différents groupements R;, R, et R; ont été incorporés afin d’étudier leur influence sur la structure des

complexes en solution, leur stabilité et également leur propriétés de relaxivité.

T\ P P
NN N N
\ ’\NL\I\ = X MNL\I* AN A V\NA\];O
A N ‘ ‘ | ‘
| New _N R N~ _N I OH
N " on
o~ © Ho o 0”7 “OH HO™ Y0 o

OH
0~ "OH
Hjtpaten R, = ~~¢°  Hjbpaten H;mpatcn
OH
o)
R,= ~Hou Hjebpatcn

HO

oH Hjpbpaten

Figure II. 5 : Le ligand Hjtpatcn et ses analogues.

Pour ces quatre nouveaux ligands, les azotes du 1,4,7-triazacyclononane sont substitués de maniére
dissymétrique. La synthése sélective de triazacyclononanes (tacn) non symétriques implique la

différenciation des trois azotes du macrocycle et est délicate. Plusieurs techniques de syntheéses de

1,4,7-triazacyclononane mono- et disubstituées ont été reportées dans la littérature.**

N NN N
\V\NA‘\ S V\NA‘\ S V\NA‘\
/ /
R N — N R N I — _N o N
RX
HO o HCl 0”7 Okt E0” O 07 okt E0” YO
|

N
0" OH ou KOH
Figure II. 6 : Analyse rétrosynthétique des ligands H;bpatcn, Hzebpaten et H;pbpaten.

Une analyse rétrosynthétique rapide (Figure II. 6) indique que les trois ligands H;bpatcn, Hsebpaten et

Hipbpatcn peuvent étre obtenus a partir du méme intermédiaire disubstitué I. Une fois cet
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intermédiaire clé obtenu, le troisiéme bras peut étre ajouté par substitution nucléophile de 1’amine
secondaire du composé I par des halogénures d’alkyle (ou de phosphonyle) RX.

Notons également que la protection des acides carboxyliques sous forme d’esters facilite la
purification des ligands. En effet, au contraire des dérivés acide carboxylique qui ne sont solubles
qu’en milieu aqueux, les esters sont solubles dans les solvants organiques et peuvent étre purifiés par
les techniques classiques (extraction, chromatographie sur gel de silice ou d’alumine,...). Nous avons
choisi une protection par des esters éthyliques car celle-ci est largement utilisée pour les acides
picoliniques. Leur hydrolyse pourra ensuite étre réalisée en milieu acide (HCI 6M a reflux)** ou dans
des conditions basiques (KOH dans un mélange éthanol/eau a reflux).l?’->*3!

La difficulté de la synthése réside alors dans 1’obtention de I’intermédiaire 1. Cela nous conduit donc a

examiner les différentes possibilités de synthéses décrites dans la littérature.

II.1.1. Etude bibliographique : réaction de bisubstitution

Nous avons vu au paragraphe précédent que les ligands dérivés du 1,4,7-triazacyclononane forment
des complexes stables avec les métaux de transition. Ces composés peuvent étre utilisés dans la
médecine inorganique, comme photosensibilisateurs dans des cellules solaires, comme modéles
d’enzymes ou encore comme catalyseurs de réactions organiques.’® Dans le but d’ajuster plus
finement I’environnement de coordination autour du métal, les ligands dissymétriques sont de plus en
plus étudiés. Quatre voies de synthése sont principalement utilisées: les réactions de
protection/déprotection sélectives, la synthése par un intermédiaire orthoamide, les réactions de

cyclisation et la synthese directe.

- Protection / déprotection sélective

Des réactions de protection ou de déprotection du 1,4,7-triazacyclonane ont été étudiées avec divers
groupements. Parmi ces méthodes, la déprotection sélective du tacn tritosylé est la plus couramment
utilisée. En effet, la synthése « classique» du 1,4,7-triazacyclononane par cyclisation conduit a

B739) La déprotection des groupements tosyles a logiquement été étudiée. Le

I’intermédiaire tri-tosylé.
traitement du tacn tri-tosylé par un mélange acide bromhydrique/acide acétique en présence de phénol

conduit au dérivé mono-tosylé de facon parfaitement sélective avec un rendement de 91% (Figure I1.
7). 140,41

Ts HBraq " R R
N CH3CO,H, A N RX N HySO, N
—_—
I( \ 91% HN( \N N( \N env. 60% N( \NH
Ts™ ~— "Ts ~—" "Ts R™ ~— "Ts R™ —

Figure II. 7 : Fonctionnalisation a partir de déprotections sélectives du tacn tri-tosylé.

Des développements récents par les équipes de W.G. Jackson et M. Schroder ont conduit au dérivé di-

tosylé avec un rendement de 62%.1*>*]
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Synthése des ligands

La mono-benzoylation sélective du tacn a également été étudiée par N. A. Meanwell et al. La réaction
du tacn avec le chlorure de benzoyl en présence de butyl lithium donne lieu a la formation d’un
mélange 20 : 1 de produits mono- et di-substitué respectivement, avec un rendement global de 85%

(Figure II. 8).* La réduction du groupement benzoyl permet de libérer 1’amine secondaire.

2.2 nBui OY© Y©
H 1 CgH5COCI RX Ni Raney H

) N N\ =

0,
NH 80% HN NH N R/N N\R

Figure II. 8 : Fonctionnalisation du tacn par mono-benzoylation sélective.

De méme, D. Sherry et Z. Kovacs ont développé une méthode de protection sélective de deux azotes
du tacn par des groupements fer-butoxycarbonyl (Boc) ou benzyloxycarbonyl (Z) (Figure II. 9).1*!
L’utilisation  du  ter-butoxycarbonyloxyimino-2-phenyl  acétonitrile = (Boc-ON) et du
benzyloxycarbonyloxyimino-2-phenyl acétonitrile (Z-ON) permet d’isoler les produits diprotégés avec

des rendements de 74% et 75% respectivement.

SRy
00 5"‘
Boc Boc
H ‘ ‘ TFA/CH,CI, H
N 2eq N\ RX (Nw ou HCI/EtOH (Nw
HN N. N NH
HN NH EtsN, CHCls Boc N Negoc N

74%

Figure IL. 9 : Di-protection sélective du tacn par le groupement Boc.

[46-48]

D’autres études ont été réalisées mais aucune méthode directe d’obtention du dérivé mono-

protégé avec de bons rendements n’a été mise au point.

Finalement, la préparation du composé di-trifluoroacétylé (di-TFA tacn) avec un rendement de 74% a

été réalisée par D. Moore et al'*” par réaction du tacn avec le trifluoroacétate d’éthyle en excés (Figure

1L 10).

EtOTFA
EtsN OYCFS OYCFs NaOH
4 “\ - ( \ - 4 H\
0,
HN NH  94% \f N NH
CF3 CF3

Figure II. 10 : Fonctionnalisation du tacn par di-protection sélective par un groupement trifluoroacétyle.
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- Voie orthoamide

Cette méthode de protection est spécifique au 1,4,7-triazacyclononane. C’est 1'une des voies les plus
utilisées pour la synthése de tacn N-fonctionnalisés avec des groupements alcéne, alcyne, acide
carboxylique , ester, phénolate...

Les trois amines réagissent avec un équivalent d’orthoformate d’éthyle pour former le 1,4,7-
triazacyclo[5.2.1.0*'°]-decane."- °!] Cet orthoamide est ensuite traité par un équivalent d’halogénure
alkyl pour donner, aprés hydrolyse, le dérivé mono-alkylé et formylé avec des rendements de 60 a
90%.*°" Des méthodes d’accés au dérivé di-alkylé sont également décrites.”™ Il faut noter que cette

méthode permet une différentiation totale de trois azotes du cycle (Figure II. 11).5¢

Oy _H Os_H
KOH
N 2RX[ x EtOH ”
NH HN N N N N

H,0 L] R__J'R RL_I'R
%antitati/(
Os_H

N

NH NI

R'X \
OsH
N KOH N
[N EtOH H
N

NN RL_JR
R R

—Q KOH
N % RX N H20 EtOH N
H —© +J H
NHHN" 75809 N 0% N Ng - NH N

Figure II. 11 : Fonctionnalisation du tacn par formylation sélective.

- Cyclisation

Plusieurs techniques de synthése des macrocycles polyazotés décrites dans la littérature font appel a la
cyclisation sous haute dilution™’ ou par effet template./*” Cependant, les méthodes les plus utilisées
sont dérivées de celle de J. E. Richman et T. J. Atkins impliquant la cyclisation d’un sel de tosylamide
linéaire avec un thiol di-tosy1é."*”

Plus particuliérement, deux méthodes de connexion du cycle tacn ont été utilisées pour la synthése de

1,4,7-triazacyclononnane dissymétriques (voies A et B). Elles sont représentées Figure 11. 12.

(voie A) [ x
R >NH HNC
[Nx ﬁ OTs TsO,

S (g

NH,

Figure II. 12 : Méthodes de connexion du cycle tacn.
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Des essais de cyclisation dissymétrique par la méthode classique de Richman et Atkins (voie A) ont
été réalisés avec une amine benzylée (R = Bn). Cependant, ’amine centrale portant le groupement

benzyle est plus nucléophile que les amines terminales. Son attaque nucléophile sur un des tosylates

est privilégiée et conduit a la formation préférentielle de la pipérazine (Figure II. 13).1"- 62
Me Me

7 NHTs 1. NaH, THF, A
BnN

2. (CH,OTs),, DMF, 120°C
NHTs
Me

BnN NTs

Figure II. 13 : Réaction nucléophile secondaire pour R; =Bn (méthode A).

Cet écueil a pu étre évité en remplagant le groupement protecteur Bn par un groupement formyl.[”

Toutefois, la méthode la plus utilisée consiste en la réaction du N,N’-ditosylethylene diamine
ditosylate sur une amine primaire (voie B). Par cette méthode, des dérivés benzylés (R = Bn) et alkylés
(R = Bn, CH,CH,OH, CH,CH,CH,0H, CH,CH,COOtBu, CH,CHOHCH, OH, CH,CHOHCHj;) ont

été obtenus avec de bons rendements (82 a 92%).16+¢¢!

Des séquences de cyclisation-réduction impliquant la réaction du bis-(chloroacetamide) avec une
amine primaire ont également été envisagées (Figure II. 14). Toutefois, les rendements sont faibles

(entre 15% et 40% apres réduction).” %

o
N .
NJK/(] 1. Na,COj, LiBr \N/\

CH4CN, A

QN{CI 2. LiAIH,, THF, A
/

Figure II. 14 : Séquence de cyclisation réduction.

- Synthése directe

L’obtention sélective de I’intermédiaire disubstitué par synthése directe est délicate et conduit a un

mélange des composés mono-, bi- et tri-substitués dans des proportions statistiques. '*"!

Les meilleurs rendements en produit bi-substitué ont été obtenus par J. Huskens et D. Sherry. Ceux-ci
ont obtenu le composé tBu,NO2A par substitution nucléophile de 1’ester fer-butyl bromoacetate sur le
tacn avec un rendement de 50% (Figure II. 15). Ils ont montré que la formation du dérivé tri-substitué
pouvait étre inhibée par protonation sélective d’une des trois fonctions amine du triazacyclononane

par ajout d’un équivalent d’acide trifluoromethane sulfonique TfOH.!?!
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COOtBu COOtBu
H 2 N ( ( H
N Br COOtBu N N N
o OOe
2 tBuOk
HN_  NH | TioH N NW HN\_/NW HN N
tBuOH COOtBu  COOtBu COOtBu COOtBu
9% 50% 9%

Figure II. 15 : Synthése directe du tBu,NO2A.

L. Spiccia et ses collaborateurs ont décrit en 1994 la disubstitution sélective du tacn par le chlorure de
picolyle dans I’eau. La sélectivité est contrélée par le pH, maintenu a 9 par ajouts successifs de NaOH
(Figure II. 16).”% Cependant, des problémes de reproductibilité ont amené les auteurs a utiliser une

autre méthode de synthése lors de leurs nouvelles études.®

=
> S
H N/ Cl
N -Hcl N
( \ .3 HCI ( \
HN N

HN NH Hy0, pH 9, ta
50%

N7
2

Figure II. 16 : Synthése directe du dmptcn.

- Bilan de I'étude bibliographique

Au vu de la littérature, les méthodes de fonctionnalisation spécifiques du tacn présentent les avantages

et les inconvénients suivants :

- Les méthodes par protections et déprotections successives ont I’inconvénient majeur de
multiplier les étapes de syntheses. De plus, ce phénomene est exacerbé lors de I'utilisation de
groupements protecteurs non orthogonaux (comme dans le cas des groupements éthyle, tosyle
et formyle utilisés ici). Surtout, les conditions de déprotection (acide/base ou hydrogénation

catalytique) sont incompatibles avec la présence d’esters ou de pyridines.

- La méthode par cyclisation présente 1’avantage d’éviter 1’achat de tacn commercial tres
couteux (~80 €/ 1g, Chematech) méme si, ici encore, de nombreuses étapes de synthése sont
nécessaires. De plus, la cyclisation est fortement dépendante de la présence des groupements
tosyle sur les amines, qui permettent d’une part, de contréler la nucléophilie des amines

61, 62]

terminales! et d’autre part, de placer la triamine dans une conformation favorable a la

cyclisation, en empéchant la libre rotation autour des liaisons voisines des groupes NTs.

- La synthése directe est la plus avantageuse car elle permet de limiter le nombre d’étapes de

syntheése. De plus, des rendements jusqu’a 50% en bi-substitué ont déja été obtenus par
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L. Spiccia et ses collaborateurs. Les principaux inconvénients de cette méthode sont liés au
manque de reproductibilité et aux difficultés de purification. Afin de faciliter la séparation des
trois dérivés mono-, bi- et tri-substitués, nous avons opté pour la synthése des esters
correspondants. Notons également que dans notre cas, le produit secondaire mono-substitué
n’est pas synthétisé a perte car il sera utilisé comme produit de départ pour la synthése du
ligand Hsmpatcn. De méme, le produit tri-substitué est un intermédiaire dans la synthése du
ligand Hstpatcn. Les conditions de réaction ont été étudiées pour d’une part optimiser le

rendement de bisubstitution et, d’autre part, améliorer la reproductibilité de la synthése.

I1.1.2. Synthése du 1,4-bis[6-carbethoxypyridin-2-yl)methyl]-

1,4,7-triazacyclononane par syntheése directe

L’influence de différents facteurs sur la sélectivité de la réaction de substitution directe a été étudiée :
la steechiométrie (nombre d’équivalents de base et d’amine), le solvant, la base et la dilution. De
nombreux essais ont été réalisés au laboratoire en faisant varier ces paramétres. Ils sont récapitulés

dans le Tableau II. 1.
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N° Nature dela | Nbre d’eq Nbre d’eq Nature du C Rdt | Rdt Rdt Rdt
base de base de tacn solvant (M) | TRI BI MONO Total
Influence du solvant
1 iPr, EtN 7.5 1.5 CH,CN 0.05 36 39 10 85
2 iPr, EtN 7.5 1.5 EtOH 0.05 10 55 22 87
3 iPr, EtN 7.5 1.5 CHCl4 0.05 21 41 20 81
4 iPr, EtN 7.5 1.5 DMF 0.05 18 48 14 80
Influence de la base
5 iPr, EtN 7.5 1.5 EtOH 0.05 10 55 22 87
6 Et;:N 7.5 1.5 EtOH 0.05 6 54 20 80
7 MesNCHg 7.5 1.5 EtOH 0.05 -
8 iPr, EtN 4.5 1.5 EtOH 0.05 3 36 13 52
9 K,CO4 4.5 1.5 EtOH 0.05 17 19 9 45
10 CsCO4 4.5 1.5 EtOH 0.05 21 27 11 59
Influence du nombre d’équivalent de base
11 iPr,EtN 4.5 1.5 EtOH 0.05 3 36 13 52
12 iPr,EtN 6 1.5 EtOH 0.05 8 53 9 70
13 iPr,EtN 7.5 1.5 EtOH 0.05 10 55 22 87
14 iPr,EtN 8 1.5 EtOH 0.05 12 52 11 75
Influence du nombre d’équivalent de triazacyclonane
15 iPr,EtN 7.5 3 EtOH 0.05 0 49 27 76
16 iPr,EtN 7.5 2.5 EtOH 0.05 2 53 24 79
17 iPr,EtN 7.5 2 EtOH 0.05 3 59 19 81
18 iPr,EtN 7.5 1.5 EtOH 0.05 10 55 22 87
19 iPr,EtN 7.5 1 EtOH 0.05 29 44 7 20
Influence de la concentration
20 iPr, EtN 7.5 1.5 EtOH 0.01 0 32 25 57
21 iPr,EtN 7.5 1.5 EtOH 0.05 10 55 22 87
22 iPr,EtN 7.5 1.5 EtOH 0.1 10 56 17 83
23 iPr,EtN 7.5 1.5 EtOH 0.5 16 58 13 87
Conditions optimisées
24| iPnENN | 7.5 | 2 | EOH | o5 ] 5 | 62 | 18 | 85

Tableau II. 1 : Etude de ’influence de différents facteurs sur les rendements de bisubstitution du tacn.
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Les conclusions sont les suivantes :

- Le choix de la base est primordial (Tableau II. 1, N° 5 a 10). L’utilisation d’une base azotée
défavorise la formation de produit tri-substitué, au profit du di-substitu¢. Le rendement de
bisubstitution a ét¢ multipli¢é par trois en passant du carbonate de potassium a la
diisopropyléthylamine. Cependant, dans le cas de bases moins encombrées comme la
triéthylamine et la méthylpipéridine, la formation du produit de condensation du dérivé chloré

sur la base est observée.

- Le choix du solvant est également important (Tableau II. 1, N° 1 a 4). D’une maniére
générale, la réaction de substitution nucléophile (Sx2) est défavorisée par 1’utilisation de
solvants polaires et protiques puisqu’ils stabilisent le nucléophile. De méme, dans le cas des
solvants aprotiques, le nucléophile est d’autant plus stabilisé que le pouvoir dissociant du
solvant est fort. Nous observons en effet une baisse de réactivité lors de 1’utilisation de DMF
par rapport au chloroforme et a 1’acétonitrile, plus polaires. Cette baisse s’accompagne d’une
diminution de la formation de dérivé tri-substitué au profit du dérivé bi-substitué. Des
rendements de 39 a 48% en bisubstitué ont été obtenus. Nous pouvons noter que des
rendements de bisubstitution similaires ont été observés dans le chloroforme et 1’acétonitrile et
que la trisubstitution est favorisée en milieu acétonitrile. Cette observation va a I’encontre de
ce qui était attendu en considérant la polarité des solvants. Ceci est probablement li¢é au
ralentissement global de la réaction dans le chloroforme 1ié d’une part a la plus faible
solubilité du nucléophile et, d’autre part, a une température de réaction inférieure (Eb(CHCI;)
= 61°C au lieu de Eb(CH;CN) = 82°). Tous parametres étant égaux par ailleurs, 1’utilisation

d’un solvant protique comme 1’éthanol favorise la bisubstitution. Le rendement est de 55%.

- L’influence du nombre d’équivalents de base et de tacn a également été examinée (Tableau II.
1, N° 11 a 19). L’augmentation de la quantité de base déplace 1’équilibre jusqu’a atteindre un
rendement maximal en bisubstitué pour 7.5 équivalents de iPr,NEt. Tous paramétres étant
égaux par ailleurs, les quantités de tacn ajoutées modifient la répartition statistique des
produits de substitution. Le rendement de bi-substitution est maximal lorsque le dérivé chloré

et le tacn sont ajoutés dans les proportions stoechiométriques 1 : 1.

- La concentration du milieu réactionnel a également une faible influence sur la sélectivité de la
réaction (Tableau II. 1, N° 20 a 23). Alors qu’un milieu trés dilué (0.01 M) conduit a un
rendement global trés faible (57%) et une augmentation des produits de dégradation due a un

temps de réaction plus long, de faibles variations du rendement global de la synthése sont
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observées a des concentrations de 0.05 M a 0.5 M, pour lesquelles il est voisin de 85%
environ. Toutefois, le rendement de bisubstitution est d’autant plus important que le milieu est
concentré : la formation du dérivé bi-substitué est favorisée par rapport a celle du mono-

substitué.

Finalement, nous avons montré que I’intermédiaire 1 (ou dérivé 4a) peut étre obtenu de maniére
reproductible avec un rendement de 62% par substitution nucléophile du dérivé chloré 3 (1 équivalent)
sur 2 équivalents de tacn.3HCI, en présence de 7.5 équivalents de diisopropyléthylamine dans
1I’éthanol a reflux (a une concentration de 0.5 M). Un mélange de produits mono- (5%), bi- (62%) et
tri-substitués (18%) est obtenu (Figure II. 17). Les trois produits sont séparés facilement par

chromatographie sur colonne d’alumine.

=
= \
x SN | SN” O COOEt
| COOEt H
H 1 Etooc” N COOEt N\ N
3
2 ( \ -3Hal Q \ v HN N * HN \N
7.5 iPr,NEt
HN___NH EtOH, A \ N
N/ N N
E000 | Et00C” X Etooc”
4a 4b
5% 62% 18%

Figure IL. 17 : Synthése des dérivés bi- (4a) et mono-substitués (4b) a partir du tacn. 3HCL.

Des préparations sur une échelle de 100 mg a 1g de produit final ont été réalisées. Les rendements
obtenus sont reproductibles. Notons que 1’excés de triazacyclononane est recyclé. L’amine n’ayant pas
réagi est précipitée dans le dichlorométhane et séparée par filtration. Aprés réaction avec une solution

aqueuse d’HCI 1M, on obtient a nouveau le produit de départ tacn. 3 HCI.

I1.1.3. Syntheése et caractérisation des ligands Hsbpatcn,

Hsebpatcn, Hspbpatcn et Hzmpatcn

- Ligand Hs:bpatcn

La substitution nucléophile, en milieu anhydre, du chloroacétate d’éthyle sur le composé 4a en
présence de K,CO; comme base, dans ’acétonitrile, permet d’obtenir le triester 5 avec un rendement
de 56%. Aprées saponification des esters dans une solution eau/éthanol de KOH, le ligand Hibpatcn est

obtenu avec un rendement de 71% par cristallisation dans I’eau a pH 1.5 (Figure II. 18).
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SN” > COOEt SN COOE N~ COOH
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HN N KaCO3 EOOC. N N, H2O/EtOH, A HOOC._N N
CH4CN, A N 71% —
N~ 56% N7 N7
EtOOC EtOOC HOOC
4a 5 Hsbpatcn

Figure II. 18 : Synthése du ligand H;bpatcn.

Le spectre RMN 'H du ligand Hsbpaten dans D,O, a 25°C et a pD = 4.2 ne présente que huit
résonances. Les protons éthyléniques du triazacyclononane apparaissent sous la forme de trois
singulets larges (0 = 3.33, 3.41 et 3.54 ppm). Les protons CH, du groupement acide acétique
apparaissent sous la forme d’un singulet a 3.81 ppm. De méme, les protons CH, en o du groupement
acide picolinique donnent lieu a un singulet a 4.34 ppm. Les protons de la pyridine donnent naissance
a deux doublets (0 = 7.54 et 7.76 ppm) et a un triplet (6 = 7.94 ppm) (Figure II. 19). Ces observations
suggerent la présence de plusieurs conformeéres en solution, dont I’échange rapide donne une symétrie

moyenne C,.

Binl;

85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25

Figure IL. 19 : Spectre RMN 'H, Hsbpatcn, D,0, 25°C, pD = 4.2
(#, glycérol provenant de I’électrolyte du pH-métre).

Des cristaux du ligand sous la forme Hibpaten. 2 HCI. 4 H,O ont été obtenus par lente évaporation

d’une solution aqueuse de ligand a pH = 1.5. La structure est présentée Figure II. 20.
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Figure II. 20 : Diagramme ORTEP du ligand (Hsbpatcn)Cl,. H,O (ellipsoide de probabilité a 30%).

Le composé cristallise avec une molécule d’eau dans le groupe d’espace P-1 du systéme triclinique.
Les trois acides carboxyliques sont protonnés, ainsi que les deux amines du triazacyclononane portant
les groupements acide picolinique. Cette observation est en accord avec le résultat des études

potentiométriques qui seront présentées au chapitre 11 (§ 1).

- Ligand Hzebpatcn

Pour la synthése du ligand Hiebpaten, des conditions similaires a celles utilisées pour son analogue
Hsbpatcn ont tout d’abord été envisagées en remplagant uniquement le chloroacétate d’éthyle par le
chloropropionate d’éthyle. Cependant, un faible avancement de la réaction a été observé. Nous I’avons
associ¢ a une diminution du caractére électrophile du carbone en B de la fonction ester, due a un
affaiblissement de 1’effet électroattracteur de 1’ester par 1’augmentation de la longueur de la chaine
carbonée. Une base plus forte a donc été utilisée pour compenser cette baisse de réactivité.’*) En effet,
la méme réaction en présence de triéthylamine permet d’obtenir le triester 6 avec un rendement de
45%. La saponification des esters éthyliques conduit au ligand Hsebpatcn avec un rendement de 39%
(Figure II. 21). Au vu de la tres forte solubilité du ligand dans 1’eau et de la faible quantité mise en jeu

(109 mg), celui-ci a été purifié par HPLC (gradient H,O/CH;CN/TFA) plutét que par cristallisation.
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N\
N7 COOEt SN COOEt N” "COCH
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4a 6 Hiebpatcn

Figure II. 21 : Synthése du ligand Hzebpatcen.

Le spectre RMN 'H du ligand Hsebpatcn dans D,O, a 25°C et a pD = 2.4 présente neuf signaux
distincts (Figure II. 22). Les protons éthyléniques du triazacyclononane apparaissent sous la forme
d’un singulet (5 = 3.57 ppm) et de deux doublets (6 = 3.67 et 3.71 ppm). Les protons CH, en o de
I’acide carboxylique se présentent sous la forme d’un triplet (& = 2.68 ppm) de méme que ceux en [
(6 = 3.64 ppm). De manicre similaire au ligand Hsbpatcn, les protons CH, en o du groupement acide
picolinique sont équivalents. Ils apparaissent sous la forme d’un singulet a 4.53 ppm. Les protons de la
pyridine donnent naissance a deux doublets (3 = 7.63 et 8.06 ppm) et a un triplet (5 = 7.95 ppm). Ce

spectre est également en accord avec une symétrie C, du ligand en solution.

(CHy)ten

Ho Hy

Hq2
Hs

,___,_MJU& U

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0

Figure II. 22 : Spectre RMN 'H, H,ebpatcn, D,0, 25°C, pD =2.4.
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- Ligand H,pbpatcn

Plusieurs méthodes de fonctionnalisation d’un ligand azoté par un acide phosphorique sont décrites
dans la littérature. La synthése la plus directe consiste en une réaction « one pot » de 1’amine avec
I’acide phosphorique en présence de paraformaldéhyde dans I’acide chlorhydrique (HCI 6M) a reflux.
Cependant la purification, souvent laborieuse, est a l’origine d’une grande disparité dans les
rendements obtenus. En effet, si C. Platas-Iglesias et al ont décrit un rendement de 40% pour la
synthése du ligand Hgbpeda-p (N,N’-bis(6-carboxy-2-pyridylmethyl)ethylenediamine-N,N’-
methylenephosphonic acid),”* 1’équipe de S. Aime n’a obtenu qu’un rendement de 5% pour la

synthése du ligand PCP2A par cette méthode.”” Les deux ligands sont représentés Figure II. 23.

le) X
o AH P—OH L
*T:OH (" “oH HOOC, N
N N
/\/N A\
N {_N_> COOH
X Z\ )
| N S | H203P
4 COOH
COOH
Hbpeda-p PCP2A

Figure II. 23 : Exemples de ligands phosphorylés.

Un essai de synthése directe a toutefois été réalisé. Cependant, la méthode a été abandonnée suite aux
problémes rencontrés lors de la purification.

Une alternative consiste a dissocier la synthése « one pot» préalablement décrite en deux étapes
consécutives afin de mieux contréler la réaction et de faciliter le traitement et la purification. L’ester
phosphonique est tout d’abord obtenu par une réaction de Mannich in situ entre le ligand azoté et un
tri-alkyl phosphite en présence de paraformaldéhyde. La déprotection des esters dans une deuxiéme
étape conduit a 1’acide phosphorique souhaité. De nombreuses réactions utilisant le triethyl phosphite
commercial ont été reportées.’® ") Cependant, I’équipe de H. C. Manning a montré que I"utilisation du
tri-ter-butyl phosphite permet de limiter les réactions secondaires et de faciliter la purification.”® Nous

avons donc privilégié cette méthode.

Le ligand Hjpbpatcn a été synthétisé a partir de 1’amine secondaire 4a et du tri-ter-butyl phosphite 7,
en présence de para-formaldéhyde (Figure I1. 24).
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Figure II. 24 : Synthése du ligand H;pbpatcn.

Le tri-fer-butyl phosphite a été préalablement obtenu avec un rendement de 92% selon la procédure
décrite par H. C. Manning et al, par réaction du fer-butanol sur le trichlorure de phosphore dans
I’éther anhydre a 0°C en présence de triethylamine. Ensuite, le composé 4a est mélangé a température
ambiante avec le paraformaldéhyde dans le THF anhydre. Le sel d’iminium ainsi formé réagit avec le

phosphite 7 a 50°C, pour donner I’ester 8 avec un rendement de 69%.

Au vu des difficultés de purification rencontrées lors des synthéses « one pot » (HCI a reflux), nous
avons préféré réaliser, pour I’hydrolyse des esters éthyliques et fer-butyliques, deux étapes de
déprotection successives (conditions plus douces). Les esters éthyliques sont d’abord saponifiés par
une solution de potasse dans un mélange H,O/EtOH a reflux puis le produit brut est ensuite hydrolysé
par I’acide trifluoroacétique pur, a température ambiante. Le ligand Haipbpatcn est obtenu aprés

purification par HPLC avec un rendement de 36%.

Le spectre RMN 'H du ligand Hspbpaten (D,0, 25°C, pD = 2.2) indique la présence de sept signaux
distincts. Les protons éthyléniques du triazacyclononane apparaissent sous la forme de deux singulets
larges (& = 3.71 et 3.88 ppm). Les quatre protons du groupement acide phosphorique se présentent
sous la forme d’un doublet (6 = 3.43 ppm), di a leur couplage avec le phosphore (J = 12.0 Hz). Les
quatre protons des CH, en a du groupement acide picolinique apparaissent sous la forme d’un singulet
a 4.59 ppm. Les protons des pyridines donnent naissance a deux doublets (6 = 7.61 et 7.92 ppm) et a

un triplet (6 = 8.01 ppm) (Figure II. 25). Ces résultats sont en accord avec une symétrie C,.
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Figure IL. 25 : Spectre RMN 'H, H;pbpatcn, D,0, 25°C, pD =2.2.

- Ligand H:mpatcn

Le ligand Himpatcn est obtenu de maniére similaire au ligand H;bpaten par substitution nucléophile
du chloroacétate d’éthyle sur le composé 4b. Le triester 9 est tout d’abord obtenu avec un rendement
de 47%. Ensuite, ’hydrolyse des esters dans une solution aqueuse d’HCI 6M suivie d’une purification

par HPLC conduit au ligand Hsmpatcn avec un rendement de 35% (Figure I1. 26).

= 7z = ‘
< ] <
N~ COOEt N~ COOEt N" "COOH
N N
( \ cI” > COOEt (Nw HClaq 6M \
HN NH c.fzgﬁl Et00C._N NT 35% HOOC.__N NW
3 3
47% COOEt COOEt
4b 9 Hszmpatcn

Figure II. 26 : Synthése du ligand H;mpatcn.

Huit signaux distincts sont observés sur le spectre RMN 'H du ligand Hsmpaten dans D,0, a 25°C et
a pD = 2.2. Les protons éthyléniques du triazacyclononane apparaissent sous la forme de deux
multiplets (& = 3.29 et 3.37 ppm) et d’un singulet fin (& = 3.50 ppm). Les protons des groupements
acide acétique donnent un seul singulet fin (6 = 3.93 ppm). Les quatre protons CH, en a du

groupement acide picolinique forment un singulet a 4.51 ppm. Les protons de la pyridine donnent
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naissance a deux doublets (3 = 7.97 et 8.25 ppm) et a un triplet (6 = 8.31 ppm) (Figure II. 27). Ce

spectre est également en accord avec une symétrie C, du ligand en solution.
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Figure II. 27 : Spectre RMN H, H;mpatcen, D,0, 25°C, pD =2.2.

IL.2.  Synthese et caractérisation des ligands a motif
hydroxyquinoléine

L’étude de I'influence de I’hétérocycle sur la structure des complexes de Ln(IIl) avec des ligands
dérivés du 1,4,7-triazacyclononane et sur leurs propriétés a également été envisagée. En effet, alors
que les acides picoliniques sont efficaces pour la sensibilisation des métaux émettant dans le visible,
I’utilisation de motifs hydroxyquinoléine devrait nous permettre d’accéder a des composés
luminescents émettant dans 1’infrarouge. Ainsi, nous nous sommes intéressés a synthétiser le ligand
Hsthqgten et son dérivé Hsthqten-SO;, analogues du ligand Hstpaten pour lesquels le groupement
aromatique hydroxyquinoléine remplace le picolinate (Figure II. 28). Leurs syntheses et leurs études

structurales en solution sont présentées ci-dessous.
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Figure II. 28 : Structure des ligands H;thqten et Hsthqten-SO;.

I1.2.1. Syntheése et caractérisation du ligand Hsthqtcn

Le ligand Hsthqtcn a été synthétisé en 4 étapes a partir de la 8-hydroxy-2-methylquinoléine
commerciale selon la procédure décrite par J. P. Cross et P. G. Sammes légérement modifiée (Figure

II. 29)."!

(0]
Cl)H< NBS, CCly
A X (BzO),, A X
N Et;N N 30% N
CH,Cl; anh.
OH S No %(o
(0] o tacn.3HCI
Et;N
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65%
== =
NS NS
N N
(N\ OH KOH aq./ THF (N\ oj%(
o
o S
QUI(HO)\/N N 71% Qw(Oplv)\/N Nﬁ

Qui(OH) Qui(Opiv)

Figure II. 29 : Synthése du ligand H;thqten.

La premiére étape consiste en la protection du groupement phénol par un ester pivaloique. Ensuite, une
réaction de bromation radicalaire du groupement méthyle par la N-bromosuccinimide (NBS) est
réalisée. 1l faut noter que le choix du groupement protecteur est particulierement important car 1’ester
formé doit suffisamment désactiver le cycle aromatique pour empécher qu’une réaction secondaire de
bromation ait lieu sur le cycle. Le dérivé bromé est ensuite condensé sur le tacn en présence de
triethylamine. Pour finir, ’ester pivaloique est déprotégé. Cette étape, décrite par les mémes auteurs,
fait intervenir une réduction avec I’hydrure de lithium et d’aluminium dans le THF. Cependant, elle
n’a pu étre reproduite avec un bon rendement. L’ester pivaloique a donc été saponifié selon une
méthode plus « classique » utilisant KOH dans le THF.®™ Le rendement de la déprotection a été

amélioré : 71% au lieu de 57% initialement obtenu par les auteurs.
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Le spectre RMN 'H du ligand Hithqten dans D,0, a 25°C et a pD = 8.3 présente sept résonances. Les
douze protons éthyléniques du triazacyclononane sont tous équivalents. Ils apparaissent sous la forme
d’un seul singulet (6 = 3.55). Les protons CH, en o du cycle hydroxyquinoléine donnent un singulet
a 4.60 ppm, ils sont rendus équivalents par la libre rotation du noyau aromatique autour de la liaison
C-N. Les protons de I’hydroxyquinoléine donnent naissance a quatre doublets (& = 6.81, 7.18, 7.44 et
8.15 ppm) et a un triplet mal résolu (& = 7.25 ppm) (Figure II. 30). Ce spectre est caractéristique d’une

symétrie Cs, en solution, pour laquelle les trois bras sont équivalents.
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Figure II. 30 : Spectre RMN lH, Hithqten, D,0O, 25°C, pD = 8.3.

I1.2.2. Syntheése et caractérisation du ligand Hethqtcn-SO;

Le principal inconvénient des groupements hydroxyquinoléine est 1i¢ a leur caractére hydrophobe. En
effet, les complexes de Ln(II[) correspondants sont rarement solubles en milieu aqueux.’
L’introduction de groupements sulfonate sur le ligand devrait assurer une bonne solubilité des
complexes dans 1’eau. En effet, contrairement aux complexes de [Ln(thqtcn)] qui sont neutres, les
complexes obtenus avec le ligand Hgthqten-SO; sont chargés négativement. Cette méthode a
récemment été utilisée par Comby et al.®*! La réaction de sulfonation a lieu dans 1’oléum (H,SO,, SO;

20%). Elle est orientée par le groupement phénol et parfaitement régiosélective.
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Figure II. 31 : Synthése du ligand Hgthqtcn-SO;,

Le ligand Hgthqten-SO; a donc été synthétis€ de manicre similaire a partir du ligand Hjthqten et est

obtenu avec un rendement de 82% par précipitation dans 1’éthanol (Figure II. 31).

Son spectre RMN 'H (D,0, 25°C, pD = 8.3) ne présente que six résonances : un singulet (8 = 2.95)
appartient aux douze protons du triazacyclononane ; un autre, a 3.85 ppm, correspond aux protons
éthyléniques porteurs de I’hydroxyquinoléine pour laquelle un set de quatre doublets est observé (o =
6.66, 7.60, 7.72 et 8.75 ppm) (Figure II. 32). Ainsi, le ligand Hethqten-SO; posséde également une

symétrie C;, en solution.

Qui(OH) (SO 3H)

QUi(OH) (SO 3H)
(CH,)ten
Hsg
H, Hsg Hio
Hy
- S ,J L

Figure II. 32 : Spectre RMN 'H, Hthqten-SO;, D,0, 25°C, pD = 8.3.
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III. Ligands tripodes a pivot amine centrale

Comme vue en introduction, des ligands tripodes pour lesquels les fonctions coordinantes sont
branchées sur un atome d’azote central ont également été synthétisés. Ces composés sont dérivés du
ligand Hstpaa dont la relaxivité du complexe de Gd(III) est particulierement élevée mais la solubilité
dans I’eau faible. L’incorporation de groupement acétate devrait permettre d’améliorer sensiblement la

solubilité des complexes dans 1’eau. Les différents ligands sont représentés Figure II. 33.

* O
N~ | N \OH
N o
HO” o o] "OoH
OH
H,tpaa H,dpaa H, dpaba

Figure II. 33 : Structure des ligands tripodes étudiés.

II.1. Synthése et caractérisation du ligand Hsdpaa

La substitution nucléophile, en milieu anhydre, du dérivé chloré 3 sur I’ester éthylique de la glycine,
en présence de K,CO; et de KI dans 1’acétonitrile, permet d’obtenir le triester 13 avec un rendement de
58%.27 L hydrolyse acide des esters par une solution aqueuse d’HCl 6M donne, aprés cristallisation

dans 1’eau, le ligand Hidpaa avec un rendement de 59% (Figure I1. 34).

Etooc:W _ HoocW _

N HCL.H,N" >COOEt Nﬂ HCI 6M, A Nﬂ
) g N" > COOEt—— '~ . N COOH

Et00C” N

KoCO3 / KI 59%
CH4CN, A 7N SN

\
58% ~

COOEt COOH

3 13 Hidpaa

Figure II. 34 : Synthése du ligand Hsdpaa.

Le spectre RMN 'H du ligand Hidpaa dans D,0, a 25°C et a pD = 4.7 ne présente que cinq
résonances. Les protons CH, du groupement acide acétique apparaissent sous la forme d’un singulet (3
= 3.94), tout comme ceux en o de 1’acide picolinique (3 = 4.60). Les protons des pyridines donnent
lieu a deux doublets (8 = 7.43 et 7.76 ppm) et a un triplet (0 = 7.76 ppm) (Figure II. 32). Ce motif est

en accord avec une symétrie C, du ligand en solution.
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Figure 3. 1 : Spectre RMN H, Hsdpaa, D,0, 25°C, pD =4.7.
(# résidu de CH,Cl,)

IIL.2. Synthése et caractérisation du ligand H,dpaba

De la méme fagon, la réaction du dérivé chloré 3 sur I’ester méthylique de I’acide L-aspartique permet
d’obtenir ’ester 14 avec un rendement de 78%.

KOH

H,O/EtOH, A
COOMe /
MeOOC-_* 32%
J:EOOMe \) 2 o
X HCI .H,N"~COOM No
/Q\/CI ~ o LUVAe N N~ > COOEt
EtOOC N KoCO3 / Kl

CH3CN, A Z N
78% N

COOEt
HCI 6M, A
3

14

_ N

Figure II. 35 : Synthése du ligand Hydpaba.
L’hydrolyse acide des esters par une solution aqueuse d’HCl 6M a reflux a conduit a 1’obtention de

I’amine 14b. Ceci est vraissemblablement lié & une réaction d’élimination d’acide buténe dioique
catalysée en milieu acide.
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Nous avons donc réalisé la saponification des fonctions ester par KOH dans une mélange H,O/EtOH a
reflux. Par cette méthode, le ligand Hydpaba est obtenu apres cristallisation dans I’eau (pH 1.6), avec

un rendement de 32% (Figure 11. 35).

Le spectre RMN 'H du ligand H,dpaba dans D,0, & 25°C et a pD = 2.0 présente sept résonances. Les
protons CH, en oo de ’acide carboxylique apparaissent sous la forme d’un doublet (6 = 2.67). Le
proton du carbone asymétrique donne un triplet a 3.79 ppm. D1 a la présence du carbone asymétrique,
les protons en o des groupements pyridiniques sont diastéréotopiques. Ils apparaissent sous la forme
d’un systeme AB (6, = 3.95, dg = 4.08 ppm). Les protons des pyridines donnent deux doublets (6 =
7.55 et 7.59 ppm) et un triplet (6 = 7.67 ppm) (Figure II. 36). Ces résultats indiquent que le ligand

posséde une symétrie moyenne C, en solution.

Hsa/Hzb

Figure II. 36 : Spectre RMN 'H, H,dpaba, D,0, 25°C, pD = 2.0.

En conclusion, deux séries de ligands tripodes ont été synthétisées. La présentation des propriétés de
stabilité, de relaxivité et de luminescence de leurs complexes de lanthanides(III) associés font 1’objet

des chapitres suivants.
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Sondes magnétiques

I. Chélates de Gd(III) mono-aqua

L’étude de la relaxation électronique des complexes de Gd(III) a longtemps souffert du manque de
méthode de détermination adaptée. De ce fait, I’influence de la relaxation électronique sur la relaxivité
a été trés peu considérée. La relaxation électronique est le principal facteur limitant la relaxivité pour
les faibles valeurs de champ (jusqu’a 3 a 4 MHz environ). A des champs supérieurs, ce sont
actuellement la vitesse d’échange des molécules d’eau dans la premiere spheére de coordination du
complexe et son temps de corrélation rotationnelle qui limitent la relaxivité d’un systéme.! De
nombreux efforts de recherche ont été¢ développés en vue d’améliorer ces deux paramétres. Ainsi, des
complexes macromoléculaires avec une vitesse d’échange ¢levée commencent a voir le jour.

Cependant, leur relaxivité reste en dega de la relaxivité maximale prédite par la théorie (Figure III. 1).

1c

1T, (0} = 5.286+00%

120
120 o
80
g0 60 -
40
o0 20
40 0-
10
20 o 8 -
; T 44 10atKer

Figure III. 1 : Relaxivité théorique d’un complexe de GA(III) a 0.5 T dans H,O en fonction de Ty et k.,
pour 1/1=5.28 -10*s™". Simulation par la théorie SBM, d’aprés la référence "',

Le complexe P760, de poids moléculaire égal a 5.3 kDa, posséde une relaxivité longitudinale de 25
mM's'. C’est 'une des relaxivités r; les plus élevées de la littérature pour un complexe
macromoléculaire dans I’eau en 1’absence de protéine.!" *! Aussi, ce complexe a largement été étudié
d’un point de vue fondamental. Son temps de corrélation rotationnelle a été déterminé par Van der Elst
et ses collaborateurs : tr =1.7 ns.’) Son temps de relaxation électronique a 1.5 T peut étre calculé a
partir de la description du ZFS donnée par P. H. Fries et E. Belorizky : T;. = 7 ns."*! Or, nous avons vu
en introduction que la relaxivité est gouvernée par le temps de corrélation t; (i = 1,2) qui dépend de

Ti., Tr €t Ty Selon la relation suivante :

— =+ — Equation III. 1
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Ainsi, dans le cas du P760, I'effet de la relaxation électronique engendre une diminution de la
relaxivité de 24 % a 1.5 T, ce qui n’est pas négligeable. Les effets de la relaxation électronique sont
d’autant plus importants que le champ est faible (T,. est proportionnel a By?). Typiquement, des
valeurs de T, comprises entre 0.1 ns & bas champ (10 T) et 10 ns & 2.35 T sont observées. Il est donc
indispensable de prendre en compte les effets de la relaxation électronique. D une part, une bonne
description des systémes a bas champs ne peut étre obtenue qu’avec une description précise de la
relaxation électronique et d’autre part, les effets du T sur la relaxivité ne sont pas négligeables aux
champs de I’imagerie utilisés actuellement (0.5 a 1.5 T). En particulier, I’optimisation de la relaxation
¢électronique des agents macromoléculaires de nouvelle génération ne doit pas étre négligée. Ainsi,
nous nous sommes intéressés a 1’étude de 1’influence de 1’architecture du complexe sur la relaxation
¢électronique. L’optimisation de la relaxation électronique de petits complexes permettra d’accéder a
des relaxivités élevées aprés les avoir greffé sur des entités de plus grosse taille (macromolécules,

biomolécules).

Nous avons vu que, pour les complexes de Gd(III), la relaxation électronique est liée a la modulation
de la levée de dégénérescence des niveaux électroniques de spin du Gd(III). Celle-ci est due aux
fluctuations du champ du ligand, d’une part par la rotation brownienne du complexe dans le repére
moléculaire (modulation de ZFS statique) et d’autre part, par les déformations vibrationnelles du
complexe (modulation du ZFS transient). Ces deux composantes sont a corréler respectivement avec la
symétrie du complexe et avec la composition chimique de sa sphére de coordination. En effet, des
symétries élevées (C;, C4) annulent certaines composantes statiques. Le complexe [Gd(tpatcn)], de
symétrie C; (Figure III. 2), posséde la relaxation électronique en champ nul la plus lente observée
jusqu’ici : 5 = 1500 ps. Elle se traduit par une relaxivité exceptionnellement élevée aux trés faibles
valeurs de champs. Cette valeur est a comparer avec Ty ~ 650 ps pour le complexe
[Gd(DOTA)(H,0)], de symétrie C4.”! Des études par RPE, réalisées en collaboration avec le groupe
de ’EPF Lausanne, ont montré que la relaxation électronique était également trés lente en bande Q :
Tie=15.6 ns a 1.2 T au lieu de 7.7 ns pour le complexe de DOTA.'®! Les deux complexes possédant
tous les deux une symétrie élevée, la relaxation lente du [Gd(tpatcn)] a été reliée a la présence d’un
grand nombre d’azotes dans le polyhédre de coordination du métal (6 atomes d’azote sur 9 donneurs),

a I’origine d’un faible champ du ligand et donc d’une faible contribution du ZFS statique.

[Gd(tpatcn)]

Figure III. 2 : Structure du complexe [Gd(tpatcn)].
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En dépit de propriétés de relaxation électronique intéressantes, la relaxivité du [Gd(tpatcn)], aux
champs de I’IRM, est faible. En effet, nous avons déja vu en introduction que 1’absence de molécules
d’eau dans sa sphére de coordination limite son intérét en tant qu’agent de contraste. En vue
d’augmenter la relaxivité, le complexe [Gd(bpatcn)(H,O)], dérivés octadente du [Gd(tpatcn)] a été
étudié (Figure III. 3). Nous verrons qu’il posséde des propriétés de relaxation ¢électroniques
intéressantes. Cependant, la vitesse d’échange de sa molécule d’eau en premiére spheére de
coordination est lente et nous a incité a synthétiser d’autres composés d’architectures voisines
susceptibles de présenter un échange rapide. Leurs structures sont représentées a la Figure III. 3. Pour
chacun des complexes, nous présenterons le résultat des études structurales en solution ainsi que la
détermination des constantes de stabilité. Les paramétres dynamiques des complexes influengant leur

relaxivité ont également été déterminés.

N
X N N
| \
_N— \/Q(Q;N = %TF,?)Q\l N~ gng/N =
z \/
09 Lo
H H

[Gd(bpaten)(H0)] [Gd(pbpatcn)(HZO)]' [Gd(ebpatcn)(HzO)]

Figure III. 3 : Complexes mono-aqua analogues du [Gd(tpatcn)] étudiés ici.

Un dérivé bis-aqua a également été étudié (Figure III. 4). Son étude structurale en solution de méme
que I’étude de sa stabilité seront présentées a titre de comparaison avec les complexes mono-aqua
d’architectures analogues. Toutefois, ses propriétés de relaxivité seront présentées dans le chapitre

consacré aux complexes bis- et tris-aqua (§ I1.).

[Gd(mpaten)(H;0);]

Figure III. 4 : Complexe bis-aqua dérivé du 1,4,7-triazacyclononane.

L1. Synthese des complexes

Dans I’eau, les ligands Hibpatcn, Hypbpaten, Hzebpaten et Hympaten réagissent avec un équivalent de
chlorures (ou de triflates) de lanthanides(III) pour donner, aprés ajustement du pH avec une solution
aqueuse de KOH, des complexes de steechiométrie 1: 1. Etant donné que nous nous sommes
concentrés sur 1’é¢tude des complexes en solution et pour limiter les quantités de ligand utilisées, les

complexes ont en général été synthétisés in situ.
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Seul le complexe [Eu(bpatcn)] a été isolé dans des quantités importantes (67 mg). 1l a tout d’abord été
formé dans I’eau en mélangeant le ligand Hs;bpatcn et le sel EuCl;.6 H,O dans des proportions
steechiométriques et en ajustant le pH a 7.5 avec une solution aqueuse de KOH. Apres élimination des
sels, le complexe a ensuite été repris dans 1’éthanol puis isolé sous la forme d’une poudre blanche

microcristalline par lente évaporation avec un rendement de 65%.
L2, Etudes structurales en solution

I.2.1. Etudes par RMN 'H

- Etude des complexes avec le ligand bpatcm™

Les complexes des ions Ln(Ill) (Ln = La, Lu, Eu) avec les différents ligands ont été étudiés par
RMN'H en solution aqueuse. De nombreuses études structurales avec des ligands
polyaminocarboxylate cycliques de type DOTA ont été reportées dans la littérature pour lesquels la
présence d’équilibres conformationels ou d’équilibres de coordination a été observée.”''! En effet,
dans les complexes avec le ligand DOTA ou ses dérivés, le cycléne peut adopter deux conformations
(AAAL ou 80600) selon la valeur des angles de torsion N-C-C-N. De méme, les bras acétate peuvent
avoir deux orientations (gauche (A) ou droite (A)) donnant naissance a l’existence de quatre
stéréoisomeres en solution. Ainsi, des phénoménes d’interconversion entre les stéréoisoméres peuvent
avoir lieu en solution. Un comportement analogue pourrait étre envisagé pour nos complexes. Nous
présenterons ici le cas des complexes avec ligand Hsbpatcn dont la structure est rappelée ci-dessous

(Figure III. 5).

Figure IIL. 5 : Représentation schématique des complexes [Ln(bpatcn)].

Similairement a ce qui est observé pour les complexes de DOTA, le ligand Hsbpatcn peut donner
naissance a quatre stéréoisomeres qui peuvent étre partagés en deux paires énantiomériques de deux

diastéréoisoméres (A(AAL)/A(863)) ou (A(388)/A(AAL)) (Figure III. 6). Un échange simultané du
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cycle ou de I’hélicité des bras conduit a I’obtention d’un énantiomeére. Un échange dissocié¢ du cycle

ou des bras permet d’obtenir un diastéréoisomere.

Rotation des bras

Inversion

du cycle du cycle

Inversion ‘

w\"N— O Rotation des bras

\/\

A

Figure III. 6 : Représentation schématique des différents mécanismes d’échange entre les isoméres du
complexe [Ln(bpatcn)].

Dans le cas d’une coordination rigide des huit atomes donneurs du ligand, la formation d’une espéce
de symétrie C,; en solution est attendue et donne lieu a I’obtention de 24 signaux sur le spectre RMN

1 . . . , N . .
H. Plusieurs situations peuvent se présenter selon le nombre d’espéces en solution et la dynamique :

- les deux paires de diastéréoisomeres sont présentes et aucune interconversion n’a lieu : deux
ensembles distincts de 24 pics sont observés par RMN 'H ;

- une seule paire de deux énantiomeres est présente et aucun processus d’échange n’a lieu : 24
signaux distincts sont obtenus ;

- un rapide échange entre les deux énantioméres a lieu : une espéce moyenne de symétrie C; est

observée et correspond a la coalescence des 24 signaux en un seul ensemble de 11 pics.

Comme il s’agit d’une espéce dissymétrique, nous pouvons également envisager le retournement d’un

seul des bras, a savoir le bras acétate le plus mobile.
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Figure III. 7 : Spectre RMN 'H du complexe [Lu(bpaten)] (D,O, pD = 4.2, 25°C).

Le spectre RMN 'H du complexe de Lu(Ill) (D,O, pD = 4.2, 25°C) posséde 24 signaux
diamagnétiques (Figure III. 7). Six signaux sont attribués aux protons des pyridines, douze résonances
qui se recouvrent partiellement correspondent aux protons du macrocycle et six résonances sont
observées pour les protons des groupements méthyléne des bras. L’attribution des signaux a pu é&tre
réalisée par 1’analyse simultanée des couplages scalaires (expérience 2D-COSY) et de [’effet
Overhauser (expérience '"H-"H NOESY). Les protons des groupements CH, (H; /H;, Hg,/Hg, et
Hg,/Hgy') sont diastéréotopiques, indiquant que les azotes du macrocycle restent coordinés au métal.
Un fort effet NOE est observé entre les protons Hg,/Hg, et Hg,/Hgy et les protons aromatiques Hy et
Hy- respectivement. Les protons éthyléniques du cycle 1,4,7-triazacyclononane forment une série de
multiplets, de doublets de doublets et de triplets qui sont seulement partiellement attribués. Nous
pouvons noter que le spectre reste inchangé dans la gamme de pH 4.2-9. Ainsi, I’allure du spectre est
en accord soit avec la présence d’un couple d’énantiomeres (A(AAA)/A(S60) ou A(538)/A(AAL)) (en
échange dynamique ou non) en solution, soit avec la coalescence de deux espéces de symétrie C; pour
lesquelles le bras acétate est en échange rapide. Afin de mettre en évidence un possible phénoméne
d’échange en solution, nous avons répété ces spectres pour des températures variant de 5°C a 70°C.
Aucun changement significatif du spectre mono-dimensionnel n’est observé dans la gamme de
température considérée.

Ces processus d’échange peuvent étre également visualisés, a I’échelle du temps RMN (> 0.25 ms),
par des expériences bi-dimensionnelles EXSY. Nous avons réalisé ces expériences a 25°C et a 70°C.

A 25°C, aucune tidche d’échange n’est observée, indiquant I’absence d’échange en solution. 1 s’agit
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donc forcément de deux énantiomeres rigides en solution. Cependant, a 70°C des tiches de corrélation
sont visualisées entre le groupe de protons 1 a 11 et leurs analogues 1’ a 11’ (Figure III. 5), générant
ainsi un plan de symétrie perpendiculaire au macrocycle. Cette interaction correspond a un échange
lent entre deux espéces a 70°C. L’échange est trop lent pour pouvoir étre observé par RMN mono-
dimensionnelle et la largeur des signaux n’est pas affectée par la température. Comme le spectre a
25°C est en accord avec la présence de deux énantiomeres, nous avons interprété cet échange en terme

d’échange lent entre les deux énantiomeres.

Le spectre de I’Y(I1I), de nombre de coordination et de rayon ionique similaire a I’Er(III), est voisin de
celui observé avec le Lu(IIl) et indique également une symétrie C; en solution.
Le spectre RMN 'H du lanthane dans D,0 a 25°C (pD = 7.1) est représenté ci-dessous (Figure III. 8).

H10 H11 HQ

HSa / Hﬁb

(CH,)tcn

M. T

L L L I L L B B I BB N L L B B L L B LI L L L T

9.0 85 80 75 7.0 6.5 60 55 5.0 4.5 40 3.5 3.0 25 20 1.5

Figure III. 8 : Spectre RMN 'H du complexe [La(bpatcn)] (D,O, pD = 7.1, 25°C) (# traces de I’électrolyte
du pH-métre).

Contrairement a ce qui a été observé pour les complexes avec les ions plus petits (Lu(Ill), Y(III)), le
spectre compte seulement neuf signaux distincts. Trois signaux sont attribués aux protons aromatiques
des pyridines et deux doublets, dont un est mal résolu, correspondent aux protons méthyléniques des
bras porteurs du groupement picolinate. Un singulet est associé aux protons de 1’acétate et trois pics
larges au cycle triazacyclononane. Comme mentionné plus haut, un ensemble de onze signaux bien
résolus est attendu dans le cas d’une espéce moyenne de symétrie Cs. Ainsi, le spectre observé indique
qu’un processus dynamique est en cours a cette température. A 70°C, le spectre est similaire avec
quatre signaux correspondants aux protons du macrocycle. Méme si la coalescence n’est pas encore
atteinte aux températures étudiées, le phénomeéne observé correspond bien a une interconversion

rapide entre deux énantiomeres (A(AAL)/A(6S0) ou A(SSS)/A(AAL)) mettant en jeu un mécanisme
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concerté¢ d’inversion du cycle 1,4,7-triazacyclononane et des bras. Les spectres du complexe
[La(bpatcn)] ont également été réalisés dans I’eau a des températures comprises entre 5°C et 25°C et
dans un mélange eau/méthanol a basses températures (- 40 < T < 5°C). Des signaux de plus en plus
larges sont observés, en accord avec un ralentissement de la cinétique d’interconversion. Un
ralentissement du processus devrait étre observé jusqu’a atteindre une vitesse nulle et retrouver 24

signaux distincts. Cependant, cette limite n’est pas atteinte dans la gamme de température étudiée.

1 9 516’
10 11
8a/8b 8a/8!\ 7N
7
34y A 314 56
Bt JULL
7 6 5 4 3 2 1

salsh’
algb’ # 112 566 3/4 112
70°C 1’/2 A 3/4 )L L L

Hb | |
wo ML

20.0 15.0 10.0 5.0 0.0 -5.0 -10.0 -15.0

Figure II1. 9 : Spectres RMN 'H du complexe [Eu(bpatcn)] (D,O, pD =9.1) a 5, 25 et 70°C. (# électrolyte
du pH-métre).

A 70°C, le spectre RMN 'H du complexe d’Eu(III) (DO, pD = 9.1) posséde, tout comme le complexe
de Lu(Ill), un seul ensemble de 24 signaux fins en accord avec la présence d’especes de symétrie C,
en solution : soit un couple d’énantiomeére, soit de deux diastéréoisomeres en coalescence. Les signaux
ont complétement été attribués en combinant les résultats des expériences bidimensionnelles COSY et
NOESY (Figure III. 9). Comme dans le cas du complexe de Lu(Ill), des tiches de corrélation sont
observées par EXSY a 70°C entre les protons des deux unités pyridine d’une part, et des protons
diastéréotopiques du cycle triazacyclononane d’autre part. Ainsi, & cette température, un échange
entre deux espéces a lieu. Plusieurs spectres RMN '"H ont été enregistrés entre 70°C et 5°C. En
abaissant la température (10 < T < 70°C), un élargissement important des pics est observé et indique
qu'un processus dynamique est ralenti. Cependant, en dessous de 10°C, les signaux deviennent a

nouveau plus fins et le spectre obtenu a 5°C est trés similaire a celui obtenu a 70°C mais avec des
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signaux plus larges et légeérement déplacés (Figure III. 9). Ce processus complexe est
vraisemblablement li¢ au ralentissement de I’un des phénomeénes d’interconversion par rapport a
I’autre (échange du cycle / des bras). Ainsi, les quatre espéces seraient présentes en solution a des
concentrations trés différentes mais 1’espéce minoritaire ne serait pas détectée par RMN 'H a cause de
sa trés faible concentration. Un comportement similaire a été déja observé par S. Aime et ses
collaborateurs avec un dérivé du DOTA comportant un substituant p-nitrophényle. Il avait été
¢galement interprété en terme d’échange entre une espéce majoritaire et une espece minoritaire dont la
concentration change avec la température.''?!

Alors qu’aucun phénoméne dynamique n’avait été observé pour les complexes [Ln(tpaten)],!"* nous
venons de mettre en évidence I’existence de processus d’interconversion du cycle triazacyclononane
et des bras pour les complexes du ligand bpatcn®. Ces processus sont classiquement rencontrés dans la
série du DOTA mais ont également été mis en évidence pour les complexes du ligand NOTA™ ' et du
ligand 1,4,7-tris-(carbamoylmethyl)-1,4,7-triazacyclononane.''” De plus, ces études ont montré la
formation d’espéces rigides de symétrie C; en solution avec les petits lanthanides (Lu(IIl) et Y(III)
~Er(111)) pour lesquelles aucune décoordination des bras ou des azotes du macrocycle n’est observée.
En revanche, la flexibilité conformationnelle est accrue pour les ions de taille supérieure comme le
lanthane(Ill). Cette étude suggeére des structures similaires pour les deux séries [Ln(tpatcn)] et
[Ln(bpatcn)] avec une rigidité différente. Une étude similaire a été récemment réalisée par M.
Schroder et ses collaborateurs sur des complexes de Ln(Ill) avec un ligand assymétrique dérivé du
1,4,7-triazacyclononane comportant deux substituants iminocarboxylate. Ils ont observés une
flexibilité accrue des complexes en solution par rapport a 1’analogue symétrique mais des géométries

de coordination similaires a I’état solide pour les deux séries de complexe.

Une étude similaire a été réalisée avec les autres systémes dérivés du 1,4,7-triazacyclononane. Le
méme processus d’interconversion entre une paire d’énantiomeres (A(AAL)/A(380) ou A(S33)/A(AAN))
a été observé. Toutefois, nous allons voir que la flexibilité conformationnelle des complexes varie en

fonction de I’architecture du ligand.

- Etude des complexes avec le ligand ebpatcr™

A 70°C, le spectre RMN 'H du complexe [Eu(ebpatcn)] (D,O, pD = 7.4) posséde, similairement au
complexe [Eu(bpatcn)], un seul ensemble de 26 signaux fins en accord avec la présence d’une espéce
rigide de symétrie C, en solution (Figure III. 10). Des expériences COSY et NOESY ont été également
réalisées a 25°C et a 70°C. L’attribution partielle des signaux est donnée Figure III. 10. Aucune tache

d’échange n’est observée a 25°C et a 70°C.
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Figure III. 10 : Spectre RMN "H du complexe [Eu(ebpatcn)], D,0, 70°C, 400 MHz, pD = 7.4.

Le motif reste inchangé dans une gamme de températures allant de 5°C a 70°C. Deux interprétations

peuvent étre envisagées pour expliquer ces résultats :

1) un seul couple d’énantiomeéres (A(AAL)/A(380) ou A(885)/A(AAL)) est présent en solution
et I’échange entre les deux espéces est trop lent pour pouvoir étre observé par RMN. Ce
comportement avait déja été observé pour le complexe de Lu(III) avec le ligand bpatcn®.
Cette hypothése indiquerait un échange ralenti pour le complexe [Eu(ebpatcn)] par rapport
a celui observé avec le complexe [Eu(bpatcn)]. Cette augmentation de rigidité pourrait

étre interprétée par une meilleure adaptation du ligand ebpaten® a ’ion Eu(III).

ii) les deux couples d’énantiomeéres (A(AAL)/A(608) et A(S30)/A(AAA)) sont présents en
solution mais I’espéce minoritaire est présente a de trop faibles concentrations pour
pouvoir étre détectée par RMN. Ce comportement avait déja été observé avec le complexe
[Eu(bpatcn)]. Toutefois, aucun ralentissement d’un des processus dynamiques (échange
des bras / du cycle) n’est observé dans la gamme de températures étudiées pour le
complexe [Eu(ebpatcn)]. Ce résultat serait en accord avec une flexibilité accrue par

rapport a celle du complexe [Eu(bpatcn)].
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Des expériences complémentaires sont envisagées afin d’accéder a une meilleure compréhension du

systeme.

De manicre similaire au complexe [Lu(bpatcn)], le complexe [Lu(ebpatcn)] posséde une structure
figée en solution. Le spectre RMN 'H indique la présence de 26 signaux qui se recouvrent

partiellement (Figure III. 11). Il est inchangé dans une gamme de température allant de 5°C a 70°C.

py (CH,)py
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Figure IIL. 11 : Spectre RMN "H du complexe [Lu(ebpatcn)], D,0, 25°C, 400 MHz, pD =7.9.

Nous avions vu précédemment que la flexibilité conformationnelle des complexes avec le ligand
bpatcn® était accrue pour ’ion La(Ill), de taille supérieure. Ici encore, un phénoméne dynamique est
observé en faisant varier la température. A 25°C, le spectre RMN 'H du [La(ebpatcn)] posséde 26
signaux en accord avec une espéce rigide de symétrie C; en solution. Cependant, a 70°C, un
¢largissement du spectre est observé et indique qu’un phénoméne dynamique a lieu (Figure III. 12).
De plus, seulement trois signaux distincts sont observés pour les six protons des pyridines, un massif
mal résolu correspond aux quatre protons méthyléniques des bras et un signal trés large aux douze
protons du cycle triazacyclononane. Ce motif est en accord avec un échange rapide entre un couple
d’énantioméres de symétrie C;, donnant lieu a un spectre moyen de symétrie Cs. Contrairement au
complexe [La(bpatcn)], cet échange est encore trés lent a 25°C, en accord avec une meilleure

adaptation de la sphére de coordination aux gros lanthanides.
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Figure III. 12 : Spectres RMN "H du complexe [La(ebpatcn)] a 25°C et a 70°C, D,0, 400 MHz, pD = 6.9.

Etude des complexes avec le ligand pbpatcn®

Les spectres RMN 'H du complexe [Eu(pbpatcn)] (D,O, pD = 5.5) indiquent également la présence
d’une espéce rigide de symétrie C; en solution. A 70°C, 26 résonances sont observées et
correspondent aux 26 protons du ligand ; a 25°C et en dessous, le motif reste inchangé et les pics ne
sont pas ¢largis (Figure III. 13). Les 26 protons ont été attribués au moyen d’expériences NOESY et
COSY a différentes températures. Ces résultats indiquent un comportement similaire pour les deux

complexes [Eu(pbpatcn)] et [Eu(ebpaten)].
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Figure III. 13 : Spectres RMN 'H des complexes [Eu(pbpatcn)|” a 25°C et a 70°C, D,O, 400 MHz,
pD =5.5.

Etude des complexes avec le ligand mpatcm

Un phénomene d’interconversion des deux énantiomeres est observé pour le complexe [Lu(mpatcn)]
des 25°C, indiquant une moins bonne adaptation du ligand au petit ion Lu(IIl), en acccord avec une
flexibilité conformationnelle accrue. Dés 25°C, seulement neuf signaux distincts sont observés sur le
spectre RMN 'H, en accord avec une symétrie Cs en solution (Figure III. 14). Les protons des
méthylénes adjacents au cycle picolinate sont diastéréotopiques et indiquent 1’absence de

décoordination des azotes du ligand en solution.
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Figure III. 14 : Spectre RMN 'H du complexe [Lu(mpatcn)], D,0, 70°C, 400 MHz, pD = 7.0.

Ce méme phénomene d’échange est également observé pour le complexe avec 1’ion Eu(Ill). A 70°C,
le spectre RMN 'H indique la présence de neuf signaux distincts caractéristiques d’une symétrie Cs.
Les résonances ont été attribuées aux différents protons a 1’aide d’expériences COSY et NOESY
(Figure III. 15). Des taches d’échange entre les protons diastéréomériques du cycle sont observées a
70°C et a 25°C, confirmant la présence d’un échange entre les deux espéces. Un élargissement des
signaux est observé par refroidissement de la solution de 70°C a 5°C, indiquant que le processus

dynamique est ralenti.
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Figure IIL 15 : Spectres RMN 'H du complexe [Eu(mpatcn)] a 5, 25 et 70°C, D,0, 400 MHz, pD = 7.2.

1.2.2. Détermination du nombre de molécules d’eau coordinées

Nous avons vu que le nombre de molécules d’eau en premieére spheére de coordination pouvait étre
déterminé a partir de la mesure des temps de vie de luminescence des complexes d’Eu(Ill) et de
Tb(III), en utilisant 1’équation de Beeby et ses collaborateurs (Annexe 1). Comme [’unité picolinate
permet une sensibilisation efficace des ions Eu(Ill) et Tb(II), les temps de vie des complexes ont été
mesurés apres excitation du ligand. Le temps Ty est mesuré a partir d’une solution 1: 1 métal :
ligand, tamponnée par une solution aqueuse de tampon Tris 0.1 M (pH = 7.4) et le temps 1Tpyo dans
une solution d’eau deutérée aprés ajustement du pD avec une solution de NaOD. Les temps de vie des
complexes étudiés et leur nombre de molécules d’eau coordinées sont rassemblés dans le tableau ci-
dessous (Tableau III. 1). Le Gd(III) ayant un rayon ionique intermédiaire entre le Eu(IIl) et le Tb(III),

on attend un nombre de molécules d’eau similaire.
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Aex (nm) Tr20 (MS) Tpoo (MS) q=+0.2
boaten™ [Eu(bpatcn)] 273 0.542(4) 1.67(4) 1.2
patcn
[Tb(bpatcn)] 273 1.49(2) 2.46(7) 1.0

Tableau III. 1: Temps de vie des complexes d’Eu(IIl) et de Th(III) avec les ligands bpaten®, dans le
tampon Tris (pH = 7.4) et dans le D,O (pD = 7.4), ainsi que le nombre de molécules d’eau en sphére
interne q calculé.

Comme attendu, les résultats des complexes [Ln(bpatcn)] (Ln = Eu, Tb) sont en accord avec la
formation de complexes 1 : 1 en solution pour lesquels le centre métallique est lié par les huit atomes
donneurs du ligand et dont le dernier site de coordination est occupé par une molécule d’eau. Pour
I’étude des données relaxométriques (§ 1.3.), nous considérerons q égal a 1. De maniére analogue, les
complexes avec le ligand heptadente mpatcn® possédent un nombre d’hydratation égal & deux. Le
nombre de molécules d’eau dans la sphére de coordination des complexes [Ln(pbpatcn)] et
[Ln(ebpatcn)] (Ln = Eu, Tb) n’a pas encore été mesuré. Cependant, leur architecture étant trés
similaire a celle des complexes avec le ligand Hsbpatcn, nous avons supposé q = 1. Cette valeur sera

vérifiée par la mesure de la relaxivité du complexe de Gd(III) dans I’eau (voir § 1.3.).

1.2.3. Protonation des ligands et stabilité des complexes

Le ligand Hsbpacn, et de maniére analogue, les ligands Hjebpatcn et Hympaten possedent cinq sites
ayant des propriétés acidobasiques dans la gamme de pH étudié (2 < pH <9). A pH = 2, seuls les trois
acides carboxyliques et deux des azotes du macrocycle 1,4,7-triazacyclononane sont protonés. En
effet, par comparaison avec 1’acide picolinique dont le pKa de 1’azote pyridinique est inférieur & 1,"'®
"I nous pouvons considérer que les pyridines ne se protonent pas aux acidités considérées. De méme,
le troisiéme azote du cycle triazacyclononane se protone a un pH plus acide et son pKa n’a pu étre
déterminé. Ainsi, cinq constantes de protonation des ligands ont été déterminées par potentiométrie.

Nous allons détailler uniquement 1’exemple du ligand Hsbpatcn.

- Le ligand Hsbpatcn et de ses complexes

Les dosages potentiométriques sont effectués de facon classique entre pH = 2.5 et pH = 10. Une
solution aqueuse de ligand de concentration connue et de force ionique constante (KCl 0.1 M) est
dosée par une solution calibrée de KOH 0.1 M. Le pH est mesuré aprés chaque ajout de base. Un
dosage retour par une solution de HCI 0.1 M est effectué systématiquement. La courbe représentant le
pH mesuré en fonction du nombre d’équivalents de base ajoutés est représentée Figure III. 16 (courbe
18,19] o

orange). Le traitement des données des dosages aller et retour par le logiciel Hyperquad 2000!

permis de déterminer les cinq pKa correspondant aux équilibres suivants :

pKa, LHs" + H,0 = LH, + H;0
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pKa, LH,” + H,0O = LH; + H;O"
pKa; LH; + HO = LH, + H;O"
pKay, LH, + H,O0 = LH* + HO
pKa; LH” + HO = L* + HO

Les valeurs sont rassemblées dans le tableau ci-dessous (Tableau III. 2). Elles correspondent a la

moyenne d’au moins trois dosages indépendants.

pKa, pKa; pKa; pKay pKas
22+0.2 2.3+0.03 3.7+0.3 542+0.2 10.5+0.2

Tableau III. 2 : pKa du ligand H;bpaten (25°C, KC10.1 M).

Les trois acidités les plus fortes sont attribuées aux fonctions acide carboxylique et les pK,4 et pK,s aux
azotes du cycle 1,4,7-triazacyclononane. Cette attribution a été vérifiée par la mesure des
déplacements chimiques des protons du ligand par RMN 'H en fonction du pH de la solution. Les
courbes des déplacements chimiques en fonction du pH sont représentées Figure III. 16. Le pH a été

corrigé par rapport a I’effet isotopique du deutérium.

84 54 —+— CH2pyCOOH

82 .5 —a— CHRCOOH
g % E i
o o 4 py2
o 78 o
22} (2] ——py3

87 351 —e— CHPNCHRCOOH

74 -

3,
7.2+
7 ‘ 25 ‘ ‘ |
(] 2 4 6 8 10 12 14 0 5 10 15
pH pH

Figure III. 16 : Variation des déplacements chimiques des protons du ligand H;bpatcn en fonction du pH.

Entre pH = 10 et pH = 13 et entre pH = 4.5 et pH = 7, une variation importante des déplacements
chimiques des protons des groupements CH, en a de ’acide carboxylique et des pyridines (0.3 a4 0.4
ppm) a lieu. En milieu acide (1.5 < pH < 4.5), une variation significative est observée pour les trois
protons des pyridines (0.2 ppm a 0.3 ppm) puis pour les méthylénes proches du picolinate. Ceci
confirme que les deux premiers protons (pK.,s et pK.4) sont équitablement répartis sur les trois azotes
du macrocycle. Les troisiéme et quatriéme protonations correspondent aux carboxylates liés aux

pyridines. La derniére acidité est celle du groupement acétate.
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De plus, nous avons vu au chapitre II. que la structure cristalline du ligand Hsbpatcn. 2 HCI, isolée a
pH ~2, est également en accord avec la protonation de deux des trois azotes du 1,4,7-

triazacyclononane.

Les deux pKa les plus élevés sont trés similaires de ceux déterminés pour le 1,4,7-triazacyclononane
(10.42 et 6.82)" et pour le ligand Hsnota (11.3(1) et 5.59(2)) (Figure III. 17). Les valeurs des pK,, et
pK.s, correspondant a la protonation des picolinates, sont en accord avec celles trouvées pour le ligand

tripode Hatpaa (pKa, = 3.3(1), pKas = 4.11(6)).12Y

fo L
HOOC™ N> NS “coon

N/\
Q _/N/\COOH S
N N~
Hooc—/ COOH
H;nota H, bpeda

Figure III. 17 : Structure des ligands H;nota et H,bpeda.

Les constantes de stabilité thermodynamique des complexes formés entre les ions Gd(III), Ca(Il) et
Zn(II) et le ligand bpatcn® ont également été déterminées par potentiométrie. Nous avons procédé de
la méme facon que pour la détermination des pKa. Des solutions aqueuses équimolaires de ligand et
de sel métallique (GdCls;, CaCl, et Zn(SQO,),) de concentrations connues et de force ionique constante
(KCI 0.1 M) ont été dosées. Les courbes représentant le pH mesuré en fonction du nombre

d’équivalents de base ajoutés sont représentées ci-dessous (Figure III. 18).
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Figure III. 18 : Courbes de titration normalisées (pH =f(non~/Nppaten)) pour des solutions de H3bpatcen
(0.48 mM) et de bpaten-M (Ln = Ca, Gd, Zn) ([bpatcn] = 0.48 mM, [M] = 0.43 mM).

Les constantes de stabilité déterminées correspondent a la formation d’une seule espéce complexée,

selon les équilibres ci-dessous :

Kca L¥ +Gd* = GdL
Kear L+ Cca* = Cal
KoL L +Zn* = ZnL

Les valeurs des constantes et le pM asssocié sont rassemblés dans le Tableau III. 3. Le pM permet de
comparer les propriétés de complexation de différents ligands en s’affranchissant de 1’influence liée
aux propriétés acidobasiques du ligand ; il est défini par les équations suivantes :
pM = -log [M[jire @ pH = 7.4
avec [L]iow = 10° M et [M]iw = 10° M

M=Gd M=Ca M=Z7n

log Ky 15.8(2) 8.12(7) 14.5(3)
pM 13.6 6.30 12.4
pGd - pM _ 7.3 1.2

3

Tableau III. 3 : Constantes de stabilité des complexes du ligand bpatcn™ et pM calculés.
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La valeur du pGd indique une bonne stabilité du complexe [Gd(bpatcn)(H,O)] dans les conditions
physiologiques et peut étre comparé a celui de I’agent de contraste commercial [Gd(dtpa-bma)(H,O)]
(log Kgar = 16.85, pGd = 15.8, pCa = 6.39 et pZn = 11.02). Comme nous I’avons vu en introduction,
la sélectivité par rapport aux cations endogenes est cruciale en vue d’une application in vivo
potentielle. Du fait des différences importantes de la chimie de coordination des métaux 4f et des
métaux 3d (nombre de coordination, caractére des liaisons,...) il est difficile de prédire a priori la
sélectivité d’un ligand. Cependant, elle peut étre facilement estimée par la différence des pM (pGd —
pCa, pGd — pZn) (Tableau III. 3). Au vu de ces valeurs, nous pouvons considérer que le ligand
Hsbpaten est sélectif pour le GA(III) par rapport au Ca(Il). Cette sélectivité est associée a la présence
des pyridines. En effet, ’ion Ca(II) est plus petit et moins chargé et s’accommode d’un nombre de
ligands inférieur au Gd(IIT) (CN = 6). Ainsi, les liaisons ioniques sont privilégiées et la contribution de
I’azote pyridinique est moindre. Notons que 1’acidité du métal peut étre directement reliée au rapport
des charges sur les rayons ioniques : Gd*>" =2.84 A", Ca®" =2.00 A" Celle du Zn(II) est analogue a
celle du Gd(III) et son rapport charge/rayon ionique est égal 4 2.70 A, Ainsi, la sélectivité par rapport
au Zn(II) n’est plus déterminée par la basicité du ligand. De plus, le Zn(II) peut former des liaisons
covalentes avec les pyridines. Par conséquence, aucune sélectivité par rapport au Zn(II) n’est observée
pour le ligand Hsbpatcn. En revanche, nous pourrions envisager de controler la sélectivité en ajustant

la taille de la cavité.!*

Afin d’éviter leur dissociation dans le liquide interstitiel, les complexes utilisés comme agent de
contraste doivent avoir une inertie cinétique élevée. Les cinétiques des équilibres de transmétallation
du Gd(I) par les ions Zn(ll) et Cu(ll) de plusieurs complexes avec des ligands
polyaminocarboxylates ont été étudiées. De maniére générale, les ligands macrocycliques dérivés du
DOTA possédent une stabilité cinétique supérieure a celle des ligands polyaminocarboxylates
linéaires.”” Ainsi, la stabilité cinétique du complexe [Eu(bpaten)] a été étudiée par compétition avec le
Zn(II). Dans une solution de [Eu(bpatcn)] dans le D,O a pD = 6.9 ([Eu*'1 =15 mM), on ajoute 1.2
équivalents de ZnCl, ([Zn*] = 18 mM). Un précipité blanc apparait, probablement associé a la
formation d’un complexe de Zn(II). Le spectre RMN 'H du surnageant a été réalisé immédiatement
aprés 1’ajout. Le spectre obtenu est caractéristique du complexe [Eu(bpatcn)] (Figure III. 19) et
indique que I’ion Eu(Ill) n’a pas ou pas totalement été déplacé par 1’ion Zn(Il). Cependant, la
caractérisation de ce complexe insoluble est encore en cours actuellement. Il serait intéressant
d’effectuer des expériences supplémentaires : a pH inférieur pour exclure la formation de complexe

hydroxo de Zn(II) et en présence d’un exceés de Zn(II).
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Figure III. 19 : Spectre RMN "H partiel (-12 2 12 ppm) d’une solution 1 : 1 : 1.1 bpaten® : Eu : Zn, dans
D,0 a 25°C, pD = 6.9.

- Le ligand Hpbpatcn et son complexe de Gd(111)

De maniere analogue les constantes de protonation du ligand Hypbatcn ont été déterminées par

titration du ligand par une solution de potasse (Figure I11. 20).

12,00 ~

10,00 ~

8,00 ~

pH

6,00 -

4,00 1 /

-/
2,00 1 — Gd(pbpatcn-aller
—— pbpatcn
Gd(bpatcn)-retour
i T T 0,00 T T T T T !
-6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 12

n(OH)/n(L)

Figure I11. 20 : Courbes de titration normalisées (pH =f(non~/Nyppaccn)) pour des solutions de H4gpbpaten
(0.51 mM) et de pbpatcen-Gd ([pbpaten] = 0.26 mM, [Gd] = 0.24 mM).
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L’étude entre pH = 2.7 et pH = 10.0 permet d’accéder aux valeurs des cinq pKa définis par les

équilibres thermodynamiques suivants :

pKa, LHs" + H,0O = LH; + H;O
pKa, LH, + H,0O = LHy + H;O"
pKa; LHy + H,0 = LH” + HO
pKay, LH,” + H,0 = LH” + H;0"
pKas LH” + HO0 = L* + H0O

Seule la somme des deux premiers pKa n’a pu étre déterminée précisément par ajustement des

données avec le logiciel Hyperquad. Les valeurs sont rassemblées dans le Tableau III. 4.

pKa; + pKa; pKa; pKa, pKas
4.88 +£0.06 436+0.08 6.2+0.2 10.5+0.1

Tableau III. 4 : pKa du ligand Hypbpatcen (25°C, KC1 0.1 M).

De maniére similaire a ce qui a été observé dans le cas du ligand Hsbpatcn, les deux pKa les plus
¢levés correspondent a I’introduction de deux protons sur les azotes du macrocycle. Le pK,s est
identique a celui déterminé précédemment pour le ligand Hsbpaten. 11 est significativement plus faible
que celui du ligand HgDOTP dont la charge négative est beaucoup plus importante (13.7)** et
similaire a celui mesuré pour un ligand linéaire dérivé du ligand HsDTPA sur lequel une fonction
acétate a été substituée par une fonction méthylénephosphonate (H¢DTPA-p) (10.747(5)) (Figure III.

21).°! La valeur du pK,4 est plus élevée que celle du ligand Hsbpaten (5.42(2)) di a la présence du
groupement phosphonate.

o, ,OH
Z—OH 5 COOH
N 5P HO-P N NC o
HO?H Y y HOOC/\N/\/N\/\NK/\COOH Y q
AN
o”P\/ ~— Y COOH COOH HOOC—/  ~—~
HO>P\\ HOOC
HO” Yo
H,DOTP H,DTPA-p H,DOTA-p

Figure III. 21 : Structure des ligands HsDOTP, HDTPA-p et H{DOTA-p.

Malheureusement, peu de ligands cycliques de ce type ont déja été étudiés. Un comportement similaire
a été observé pour le ligand HDOTA-p : pKys = 11.09, pK.y = 9.94, pK.; = 7.17, pKa = 4.00 et
pKai =2.82 au lieu de 11.73, 9.40, 4.50 et 4.19 pour le DOTA.?Y Les valeurs des pKa et pKas
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correspondent a la protonation des fonctions picolinate. La valeur du pK,; est en accord avec celle
trouvée pour le ligand Hsbpaten (pKaz = 3.7(3)) ; la somme pK,; + pK,, Iest également (4.5(2) pour
bpatcn).

De manicere analogue, les constantes de protonation du ligand Hspbatcn ont été déterminées par
titration du ligand par une solution de potasse (Figure III. 20). L’étude entre pH = 2.7 et pH = 10.0
permet d’accéder aux deux constantes de stabilité définies par les équilibres thermodynamiques

suivants :

Kaar L"+Gd" = GdL®
Kean LH +Gd" = GdLH
L = bpatcn L = pbpatcn
log Kgar 15.8(2) 14.2(2)
log KgaLn - 5.4(3)
pM 13.6 12.07

Tableau III. 5 : Constantes de stabilité des complexes du ligand pbpatcn et pM calculés.

Le diagramme de distribution des espéces (Figure III. 22) indique la présence de complexe mono-
protoné pour des valeurs de pH inférieures a 7.5. Pour des pH inférieurs a 4, la dissociation du

complexe a lieu, ce qui nous permet de déterminer les constantes de stabilité du complexe.

Gd(pbpatcn) d(pbpatcn)

3 100 GdLH /— . 100 GdLH
0 T «O T
= i h i
§ 80_ GdL % 80_
& o
g 60 g 60
5 ] s 1
® 404 £ 407
£ £
L L
2 201 2 ZON
R ] R LH

0 T T T T T T T 0 |

2 4 6 8 10 2 10
pH pH

Figure III. 22 : Distribution des espéces en fonction du pH pour une steechiométrie Gd : pbpaten 1:1

([pbpaten]e = 0.26 mM, [Gd*"] = 0.24 mM, KC1 0.1 M, H,0).

La constante de formation de I’espéce est obtenue sans ambigiiité : log Kgarg = 5.53(7) et est en
accord avec la valeur reportée pour la formation du complexe [Gd(Hbpeda-p)]* (log Kgaun = 6.01(3))

dont la structure du ligand est représentée Figure III. 23.*”) Cependant, la non superposition du
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deuxiéme saut de pH de la courbe de titration semble indiquer que la cinétique de déprotonation est

lente. De ce fait, la constante de formation de 1’espéce déprotonée ne peut étre déterminée précisément

par la méthode de potentiométrie en continu. Dans une bonne approximation, nous pouvons considérer

la valeur suivante : log Kgqr = 15.4(8). Une cinétique lente avait déja été reportée pour d’autres

complexes cycliques incluant des groupements phosphonate comme par exemple le complexe

[GA(DO2P)] (Figure II1. 23).[28] Les constantes de stabilité des complexes avaient été déterminées par

potentiométrie en batch. L’utilisation de cette technique devrait nous mettre d’obtenir des résultats

plus précis.
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Figure III. 23 : Structure des ligands HDO2P et Hgbpeda-p.

- Influence de la structure du complexe sur la stabilité

Les constantes de protonation des ligands dérivés de la plateforme 1,4,7-triazacyclononane, ainsi que

leurs constantes d’affinité pour 1’ion Gd(III) (ou I’ion Tb(III) dans le cas du ligand Hstpatcn) et les pM

associés sont récapitulés le Tableau II1. 6.

ligand CN pKa M logKw, 2ZpKa pM
Hsnota® 6 11.3,5.6,2.88 Gd 13.7 19.78  10.7
Hsmpatcn™ 7 10.4(1), 5.57(3), 3.89(5), 2.95(3), 2.20(9) Gd 13.92)  19.8(2) 118
Hsbpaten'™ 8 10.5(2), 5.42(3),3.71(3), 2.3(2), 2.22)  Gd 15.8(2)  19.6(3) 13.6
Hpbpaten™ 8 10.5(1), 6.2(2), 4.36(8) Gd 154(8) 21.04) 133
Hstpaten!™ 9 10.8(2), 5.7(2), 3.8(2), 3.0(1), 2.5(2) Tb 17.4(4)  20.3(6) 14.9
Hjedta ™ 6 10.19, 6.13, 2.69, 2.60 Gd 174 19.01 155
Hjbpedal® 8 8.5(1), 5.2(2), 3.5(2), 2.9(1) Gd 151(3) 17.2(5) 149

[a] ce travail, [b] référence ™7 [c] référence %

Tableau III. 6 : Valeurs de pKa et des log Ky, pour les ligands étudiés et leurs analogues.
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Figure III. 24 : Structure des ligands H,edta, H,bpeda et H,bped.

La somme des trois premiers pKa (2 pKa) permet de quantifier, avec une bonne approximation, la
contribution des effets électrostatiques a la stabilité d’un complexe donné. Aux incertitudes pres, cette
valeur est identique pour les trois complexes avec des ligands Hsnota, Hiympatcn et Hsbpatcn.
Cependant, en dépit d’une basicité globale similaire, la stabilit¢ du complexe [Gd(bpatcn)] est
nettement supérieure a celle du complexe [Gd(nota)] (2.1 unités log). Ceci est lié¢ a la contribution de
I’effet chélate généré par la présence de deux azotes donneurs supplémentaires. En effet, 1’étude du
ligand H,bped avait permis a P. Caravan et ses collaborateurs d’évaluer la contribution a la stabilité
apportée par deux groupements 2-pyridylmethyl a 2.6 unités log.”"

Toutefois, nous pouvons noter que les groupements picolinate possédent un caractere électroattracteur
plus marqué que le cycle pyridine. Ainsi, il en résulte une diminution de la basicité de 1’azote portant
le picolinate. Cette diminution est particuliérement importante dans le cas du ligand Hsbpeda et est a
I’origine de la faible constante de stabilité observée. En revanche, pour les ligands cycliques étudiés
ici, la diminution est faible et le premier pKa de 1’ordre de 10.5. Nous avons vu dans le cas du ligand
Hsbpatecn que les protons étaient délocalisés sur 1’ensemble des trois azotes du macrocycle. Cette
coopérativité est probablement a 1’origine des pKa élevés du ligand Hsmpaten qui possede deux
groupements acétate. De plus, cette contribution est d’autant plus importante que le nombre de
groupements acétate est élevé. Cependant, des pKa similaires ont été mesurés pour le ligand Hjtpaten
qui ne posseéde pas de fonction acétate. Dans ce cas, la forte basicité du ligand ne peut étre associée
qu’a une stabilisation des protons a I’intérieur de la cavité par liaison hydrogéne avec les groupements
carboxylate. Dans le cas du ligand Hsbpatcn, les deux phénomeénes ont probablement lieu
simultanément et aucune diminution du premier pKa n’est observée par rapport au ligand Hsmpatcn.
La formation de liaisons hydrogénes intramoléculaires a déja été observée pour plusieurs macrocycles
dérivés du cyclam ou du cyclen.*” En particulier, J. F. Desreux et ses collaborateurs ont envisagé la
formation de liaisons hydrogénes intramoléculaires entre les deux groupements carboxylate non
protonés du ligand H,DOTA et les amines protonées.”*! Cette suggestion a été confirmée par les
études cinétiques réalisées par S. P. Kasprzyk et R. G. Wilkins.""

Considérons maintenant le ligand Hspbpatcn. En dépit de pKa du ligand plus élevés et de la charge
accrue du complexe, le pM calculé reste similaire a celui obtenu pour le ligand analogue Hsbpatcn

(13.3 au lieu de 13.6). La diminution de la stabilit¢ du complexe serait plutét compatible avec une
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bonne adaptation du ligand au métal du fait de I’encombrement du groupement phosphonate. L’étude
potentiométrique du ligand Hiebpatcn et de ses complexes n’a pas encore été réalisée. Toutefois, une
diminution de la stabilit¢ du complexe [Gd(ebpatcn)(H,O)] par rapport a son analogue
[Gd(bpatcn)(H,0)] est attendue. En effet, le groupement acétate du ligand bpatcn3' forme un cycle a 5
avec le centre métallique, plus stable que le cycle a 6 formé par le groupement propionate. L’étude du
complexe [GA(DTTA-prop)(H,0)]*, dérivé du [Gd(DTPA)(H,0)]* avec un groupement propionate a
été réalisée par S. Laus et al.’™ Une diminution de la constante de stabilité de 5.8 unités log par
rapport au complexe avec le ligand DTPA™ a été observée. Toutefois, une augmentation de la

sélectivité par rapport au Zn(II) pourrait étre attendue.

Les systémes étudiés ici présentent une stabilité thermodynamique et une sélectivité trop faibles pour
s’affranchir de la toxicité liée au relargage de 1’ion Gd(III) dans 1’organisme.

Cependant, des améliorations pourront &tre effectuées en modifiant judicieusement les atomes
donneurs et/ou I’architecture du ligand. C’est dans ce but que nous nous sommes intéressés a la

relation entre la structure du complexe et sa stabilité.
L3. Ftude de la relaxivite

I1.3.1. Relaxivité du complexe [Gd(bpatcn)(H,0)]

Les temps de relaxation longitudinale T, des protons de I’eau H,O en présence de complexe ont été
mesurés entre 0.01 MHz et 500 MHz. La relaxivité du complexe [Gd(bpatcn)(H,O)] est égale a
3.95mM's" a 20 MHz et 25°C. Cette valeur est typiquement celle de la relaxivité des petits
complexes possédant une seule molécule d’eau dans leur sphére de coordination. Pour comparaison,
les relaxivités des complexes [Gd(DTPA)(H,0)]* et [GA(DOTA)(H,O)] sont respectivement 4.3 et
42 mM's" I Notre but étant d’observer I’effet des modifications structurales sur la relaxation

¢électronique nous avons déterminé le temps de relaxation électronique Tie.

- Mesures RPE

Des mesures de RPE ont été réalisées au laboratoire du Pr. Merbach, par A. Borel, dans le cadre d’une
collaboration avec I’EPF Lausanne. La position des raies et les largeurs pic a pic ont été mesurées aux
trois fréquences de la RPE (bande X : 9 GHz, bande Q : 35 GHz et bande W : ~94 GHz).”®! L analyse
de la position des raies et des largeurs pic a pic en bande Q (1.2 T) puis I’application du modé¢le de
E. Belorisky et P. Fries” ont permis de déterminer le temps de relaxation électronique : T;. = 5.8 ns.
Cependant, le caractére non-Laurentzien des pics rend I’interprétation des données multifréquences
impossible et empéche la détermination de la relaxation électronique en champ nul. Ce phénomeéne a

été associé soit, a la présence de plusieurs isomeres en solution (voir § 1.2.), soit a la décroissance
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multi-exponentielle de la relaxation électronique.®® Afin de s’affranchir de ces problémes, la
relaxation électronique a été étudiée par RMN 'H. Une nouvelle méthode de détermination
indépendante des différents paramétres gouvernant la relaxivité, dont la relaxation électronique, a été

mise au point. Elle est présentée ci-dessous.

- Nouvelle méthode d’étude de la relaxation électronique par RMN *H

Nous avons vu en introduction les problémes expérimentaux liés a la détermination du temps de
relaxation électronique. De plus, 'interprétation des données est limitée par la validité du modéle
théorique Solomon-Bloembergen-Morgan.™” La premiére approximation de la théorie Solomon-

Bloembergen-Morgan est celle d’une relaxation mono-exponentielle. Elle n’est valable que si
a)frf << 1 (limite de Redfield).”” De plus, seules les fluctuations temporelles de I’hamiltonien de

I’éclatement a champ nul (ZFS), dans le repére moléculaire du complexe, sont considérées. Ces
fluctuations sont dues essentiellement aux vibrations du complexe, aux réarrangements
intramoléculaires et aux collisions avec les molécules de solvant. Cependant, cette description s’est
révélée insuffisante pour une compléte interprétation des mesures RPE multi champs et multi
températures effectuées au laboratoire du Pr. Merbach."*”! Les données ne peuvent étre interprétées

#1921 Cette théorie fait appel a notion

qu’en utilisant une nouvelle théorie développé par S. Rast et al.!
de « ZFS statique », qui correspond au champ du ligand dans un repére moléculaire li¢ rigidement au
complexe et qui est modulé par la rotation du complexe dans le repére du laboratoire. Notons que
I’importance de la contribution du ZFS statique a la relaxivité de sphére interne avait été reconnue
bien plus tot par les équipes de J. Kowalewski et C. Luchinat dans le cas des ions métalliques de spin
S > 1.1 Cette nouvelle description de la relaxation électronique est indispensable pour I’interprétation
des données a bas champ. Toutefois, aux champs supérieurs pour lesquels Ezeeman >> Ezrs, le modéle
simplifié SBM reste valable.[***!

La nouvelle méthode de détermination indépendante de la relaxation électronique développée au
laboratoire est basée sur 1’utilisation d’une sonde de type sphére externe, typiquement le fer-butanol.
En effet, P. H. Fries et E. Belorisky ont montré récemment que 1’utilisation d’une sonde moléculaire
non-coordinante comme le fer-butanol ou le méthanol permet une détermination indépendante du
temps de relaxation électronique a champ nul ts,.*! Le fer-butanol a été privilégié pour les deux
raisons suivantes : (i) c’est une particule pratiquement sphérique ; (ii) ses neufs protons équivalents
donnent lieu a un singulet en RMN 'H de telle sorte que le signal observé en relaxométrie en champ
cyclique est important méme lorsque la sonde est présente a une concentration de I’ordre de 0.4 M.

Cela permet de garder la concentration du ter-butanol suffisamment faible pour ne pas perturber la

microdynamique du complexe.
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Cette méthode permet aussi de déterminer les autres parametres gouvernant la relaxivité de maniére
indépendante et d’éviter ainsi les erreurs liées aux ajustements multiples. La méthode se décompose en
trois étapes détaillées ci-dessous.!*®*”!

- Premiérement, la relaxivité en champ nul de la sonde de sphere externe est déterminée. Nous
allons voir que tg est le seul paramétre ajustable.

- Deuxiémement, le profil NMRD complet de la sonde est ensuite ajusté. tgo est fixé a la valeur
déterminée a 1’étape précédente. La théorie de Ayant-Belorizky-Hwang-Freed (ABHF) est
utilisée pour la description de la relaxivité de sphére externe. Cet ajustement permet d’accéder
au profil de relaxation électronique du complexe (T}e).

- Enfin, le profil NMRD des protons de 1’eau est ajusté en tenant compte du profil de Ty,
préalablement obtenu et des paramétres de sphére interne. T, et rgqn sont les seuls parametres

ajustables.

Les expressions utilisées pour la description de la relaxation électronique sont détaillées en Annexe 3.

Les profils NMRD des protons de 1’eau et des protons (CH;);COD du ter-butanol ont été mesurés
entre 0.01 MHz et 500 MHz. Les coefficients de diffusion translationnelle absolus du complexe
[Lu(bpatcn)(D,0)] et du fer-butanol ont été mesurés a partir d’une séquence d’échos stimulés :
D'=0.37(1)-10" cm’s™ et 0.57(1)-10” cm’s™ respectivement. Le diamétre de collision b est estimé a
6.5 A £ 10% a partir de modéles moléculaires compacts. L’analyse des données se décompose en trois

étapes.

Détermination du temps de relaxation électronique en champ nul

Le temps de relaxation électronique en champ nul est déterminé a partir du diamétre de collision b, du
coefficient de diffusion translationnelle relatif du complexe et du fer-butanol (0.94-10° cm’s™) et du
rapport des relaxivités de sphére externe a champ nul (en pratique 3-10” T) et a n’importe quelle
valeur de champ élevée (200, 400 ou 500 MHz) (Annexe 3). Une variation de 10 % de la valeur du
parameétre b n’influence le temps de relaxation électronique que de 5%. Nous obtenons tso = 125(6) ps.
Cette valeur est significativement plus courte que celle obtenue pour le complexe symétrique analogue
[Gd(tpaten)] (1500 ps). Il est communément admis que des complexes a symétrie élevée peuvent
donner lieu a des relaxations électroniques lentes. Par exemple, le temps de relaxation électronique du
complexe [Gd(DOTA)(H,0)] de symétrie C, est nettement supérieur a son analogue linéaire
[Gd(DTPA)(HZO)]Z', possédant une symétrie Cs : t59 = 430 ps au lieu de 150 = 72 ps.m Cependant,
d’autres facteurs peuvent influencer la relaxation électronique. En effet, le temps de relaxation
¢électronique a champ nul du complexe [Gd(tpatcn)] est plus de dix fois supérieur a celui reporté dans
la littérature pour le complexe [GA(NOTA)H,0),] qui posséde également une symétrie C; en

solution (131 ps).""! Cette différence a été attribuée a un champ du ligand exceptionnellement affaibli
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par la présence d’un grand nombre d’azotes dans la sphére de coordination du métal. Le remplacement
d’une pyridine du ligand tpatcn® par un groupement carboxylate se traduit par une diminution
drastique du temps de relaxation électronique a champ nul. Ce raccourcissement est probablement li¢ a
la perte de symétriec du complexe. Malgré tout, le temps 7tgo reste similaire a celui du
[GA(NOTA)(H,0),], ce qui confirme I’influence des azotes des pyridines dans la sphére de
coordination. Ces résultats sont confirmées par les mesures RPE : le temps de relaxation électronique
du complexe de Gd(III) avec le ligand bpaten® est proche de celui du complexe [Gd(DOTA)(H,0)] :
respectivement 5.8 ns et 7.7 ns. Aussi, la contribution des pyridines a été évaluée par 1’étude du
complexe de Gd(III) avec le ligand tpaen* qui posséde également six azotes donneurs dont quatre

noyaux pyridine (Figure III. 25).

X =
N <
Z N~ > COOH
N
N/\/
HOOC lN\ P
|
Z " CooH
H tpaen

Figure III. 25 : Structure du ligand H tpaen.
Son temps de relaxation €lectronique a ét¢ déterminé par RPE. Une valeur de Ty, égale a 3.4 ns, a 1.2T
et 25°C, a été reportée.*® Pour ces deux complexes de basse symétrie, malgré des atomes donneurs
similaires, la relaxation électronique du complexe [Gd(tpaen)] est beaucoup plus rapide que celle du
complexe [Gd(bpatcn)(H,O)]. Ainsi, la relaxation électronique relativement lente du complexe
[Gd(bpatcn)(H,0)] n’est pas exclusivement liée a la présence des azotes des fonctions picolinate. Il est
trés probable que le cycle 1,4,7-triazacyclononane crée une symétrie locale autour du centre métallique
favorable a la relaxation électronique. En conclusion, le processus de relaxation électronique est
sensible a des altérations mineures de la sphére de coordination telles que la symétrie et le champ du
ligand. De plus, I’influence de la charge du complexe et de la rigidité du systéme serait également a

étudier.

Interprétation du profil de relaxivité du ter-butanol

A partir de cette valeur de ts, la relaxivité du ter-butanol théorique est ensuite calculée a I’aide des
équations 1.12 et I.13 vues en introduction. La distance minimale d’approche entre le Gd(III) et les
protons (CH;);COD a été estimée a 4.7 A. Les variations de Ty, en fonction de la fréquence sont
gouvernées par tr (Annexe 3). Le profil de variation de la vitesse de relaxation électronique

longitudinale 1/T,. est représenté a la Figure II1. 26.
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Figure III. 26 : Vitesse de relaxation électronique longitudinale 1/T;, en fonction de la fréquence de
résonance de proton vy.

La valeur de 1y a été préalablement déterminée par la méthode décrite en introduction. Nous avons vu
que les temps de corrélation rotationnelle de deux complexes de structures et de volumes proches sont
proportionnels au produit ahyd3fR ou anq est le rayon effectif du complexe et fr le facteur de
microviscosité. Le temps de corrélation rotationnelle du complexe [Gd(DTPA)(H,0)]* dans ’eau H,O
a 25°C (tr = 65.8 ms) a été précisément déterminé par une étude RPE multi-champs et multi-
températures.[38] Nous avons mesuré aggppaten) = 4.8 A et aGd(dpa) = 4.0 A. De plus, le rapport des
coefficients de microviscosité fr Gawpaten)/fr Gapa) €St €gal a 1.04. En tenant compte du rapport des
viscosités Mpo/Mu2o =1.24, nous obtenons le temps de corrélation rotationnelle du complexe
[Gd(bpatcn)(D,0)] a 25 °C : g = 158 ps. Les profils expérimentaux et théoriques sont représentes ci-
dessous (Figure III. 27). L’accord entre la théorie et I’expérience est bon et permet de valider les

paramétres de sphére externe du complexe.

6= rlfs'm.\a L
5
—
4 0S
[ J
3 -
2 — \.\
1 — [Gd(bpatcn)] / (CH,) ,COD
0 T T T 1 1
0.01 0.1 1. 10. 100. 1000,

v,/ MHz

Figure II1. 27 : Profils de relaxivité du zer-butanol dans une solution de [Gd(bpatcn)(D,0)] dans D,0O :
o, expérimental ; _, calculé avec aggy = 4.7 Aetty=158 ps.
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Interprétation du profil de relaxivité des protons de ’eau

Pour I’analyse du profil des protons de I’eau H,O, le temps de corrélation rotationnelle du complexe
est modifié par le rapport des viscosités NMpyo/Muo = 1.24 de sorte que la valeur utilisée pour cette
section est Tg = 127 ps. Ainsi, le temps de relaxation électronique est recalculé avec cette valeur. De
méme, le coefficient d’autodiffusion du complexe est D' = 0.46-10° cm’s™!, son coefficient de
diffusion relatif par rapport a I’eau est 2.75-10° cm’s”. La distance agqy est fixée a 4.3 A, car la
molécule d’eau est plus petite que celle du ter-butanol. Le profil est ensuite ajusté avec les parameétres
de sphére interne suivants: q = 1 (déterminé par les études de luminescence), e = 3.23 A et
Tm = 2 Us obtenus par ajustement. La distance Gd(III)-proton est en accord avec les distances reportées
dans la littérature a partir de données cristallographiques pour ce type de complexes. Le temps de
résidence des molécules d’eau en sphére interne T, a également été déterminé par des mesures de

RMN 0. Le profil NMRD des protons de I’eau et sont ajustement son représentés Figure I11. 28.
r/ s my!

5 1S + OS

4 =

M "\.‘-\

] = [Gd(bpatcn)] / (H,0)

0 T T T T )
0.01 0.1 1. 10. 100. 1000.

v,/ MHz

Figure III. 28 : Ajustement théorique du profil expérimental de la relaxivité des protons de ’eau pour une
solution de complexe [Gd(bpatcn)(H,0)] avec q = 1, rgeq = 3.23 A et 1, = 2 ps, Tg = 127 ps: o,
expérimental ; _, calculé.

Comparaison avec la théorie SBM

Pour comparer la nouvelle méthode utilisée ici a la théorie SBM plus traditionnelle, nous avons
¢galement ajusté le profil de relaxivité longitudinale des protons de 1’eau avec les €quations de
Solomon-Bloembergen-Morgan décrites en introduction (chapitre I, § 11.4.). Un bon ajustement entre
les données expérimentales et théoriques est obtenu pour les paramétres suivants : q = 1, rgey = 3.23 A
etty,=1.7 us, tr=127 ps, 150=130ps ; 1,=25ps, D = 0.94-107° cm’s™". Nous avons ensuite vérifié si
de tels paramétres pouvaient reproduire la relaxivité mesurée pour les protons du fer-butanol. Seule la
distance aggy est a ajuster. Le meilleur ajustement est obtenu pour agqy = 4.55 A il est représenté a la

Figure III. 29.
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Figure III. 29 : Interprétation de la relaxivité longitudinale avec la théorie SBM pour une solution de
complexe [Gd(bpatcn)(D,0)] : o, expérimental ; _, calculé. A gauche, dans H,O : q = 1, rgqy = 3.23 A et
Tm = 1.7 ps, Tr= 127 ps, Ts9= 130 ps ; 7,= 25 ps , D = 0.94-10"° cm’s™. A droite, (CH3);0D dans D,O a 25°C.
avec agay = 4.55 A, 15 = 130 ps et 1, =25 ps.

Nous remarquons d’une part, que la distance aggy = 4.55 A est incompatible avec la taille de la
molécule de fer-butanol, plus grosse et d’autre part, que le modéele de relaxation électronique utilisé
pour reproduire avec succes la relaxivité de I’eau ne permet pas une bonne estimation de la relaxivité
du fer-butanol a bas champ. Cet exemple met en évidence les inexactitudes du modéle SBM qui ne

prend pas en compte tous les processus de relaxation électronique.

L’ajustement des données a permis d’estimer la valeur du temps de résidence t,, des molécules d’eau
dans la premiére sphére de coordination du complexe, environ 2 ps. Il faut noter que I’incertitude
associée a ce parametre est importante. En effet, la vitesse d’échange de I’eau n’a qu’une influence
mineure sur la relaxivité pour les petits complexes et dans ce cas, des ajustements valables ont été
obtenus pour des valeurs de 1, comprises entre 1 us et 4 us. Une valeur plus précise a été déterminée
par I’étude des temps de relaxation transversaux des protons de 1’'’O de 1’eau enrichie. Cette étude a
été réalisée par le Dr. A. Borel & ’EPF de Lausanne. Un temps de résidence égal a 1.7 us a 25°C
(kex =0.6-10° s) a été déterminé. Cette valeur est comparable a celle de I’agent de contraste
commercial [Gd(DTPA-BMA)(H,0)] (tm = 2.2 ps, kex = 0.45-10° s™) dont la vitesse d’échange est
nettement inférieure a la vitesse d’échange optimale prédite par la théorie (10° s™).!" Ainsi, si le
complexe [Gd(bpatcn)(H,O)] posséde des propriétés de relaxation électronique favorables a son
utilisation pour le développement d’agents de contraste macromoléculaires, sa vitesse d’échange est
trop lente. Les ligands Hiebpaten et Hypbpaten (Figure II1. 3) ont été développés dans le but d’accéder
a des complexes ayant a la fois une cinétique d’échange d’eau rapide et une relaxation électronique
lente. Reste a savoir si les deux objectifs vont étre atteints simultanément étant donné que les moindres

modifications de la sphére de coordination peuvent affecter les paramétres influengant la relaxivité.
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I1.3.2. Relaxivité des complexes [Gd(ebpatcn)(H,0)] et
[Gd(pbpatcn)(H20)]

Tout comme le complexe [Gd(bpatcn)(H,O)], les agents de contraste commerciaux possédent une
vitesse d’échange au moins dix fois inférieure a la valeur optimale de 10* s”. Récemment, plusieurs
stratégies ont été développées afin d’accélérer leur vitesse d’échange. Tout d’abord, le groupe du Pr.
A. Merbach a montré que la vitesse d’échange des complexes avec des ligands dérivés du DOTA* et
du DTPA™ était accélérée par I’augmentation de I’encombrement stérique & proximité du Gd(III)."*”!
Cette observation est a mettre en relation avec les mécanismes d’échange dissociatifs (D, ou I,
Chapitre I, § 11.4.3.) pour ces complexes impliquant deux espéces nona- et octa-coordinées. L’étape
limitante de dissociation de la molécule d’eau est favorisée par une géne stérique importante. Par
exemple, le ligand HsEPTPA est obtenu en remplacant un pont éthyléne du corps diéthyléne triamine
du HsDTPA”> par un groupement propyléne. De méme, le ligand HsDTTA-prop est obtenu par

substitution d’un acétate terminal par un groupement propionate (Figure III. 30).

HOOC cooH HOOC COOH
HOOCVN\/\N/\/\NJ HOOC._N._~~~_N._COOH
L
COOH
COOH COOH
H.EPTPA H,DTTA-prop

Figure IIL. 30 : Vers des complexes a vitesse d’échange rapide : ligands dérivés du ligand H;DTPA.
La vitesse d’échange des complexes de Gd(III) a été mesurée par RMN 0. Les constantes ke, sont

respectivement 330-10°s™ et 31:10° s™" au lieu de 3.3-10° s pour le complexe [Gd(DTPA)(H,0)]*.

Des effets similaires ont été observés en remplagant un carboxylate des ligands DOTA*™* et DTPA™
(5] par un groupement phosphonate, di & I’encombrement stérique accru. En effet, des études
cristallographiques sur une série de complexes de Ln(IIl) avec des ligands phosphinate ont permis
d’interpréter cet encombrement stérique en terme d’une augmentation de 1’angle de liaison N-M-O
pour les dérivés phosphinate par rapport & leurs analogues carboxylate.”” Trois exemples de ligands

sont représentés ci-dessous (Figure I11. 31).

COOH OH 9
/~COOH Oy/ P—OH
/ HOOC COOH P-OH <
N N 3 r [ oH
k ~_N
HOOC. N~ ~~_N_COOH N
_OH X =
Hooc—N~—-N P o B N
HOZR, 7 N-">CooH
HO ©O COOH
H.do3ap H,DTPA-p H bpeda-p

Figure III. 31 : Exemple de ligands incorporant des unités phosphonate.
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Les vitesses d’échange de 1’eau en sphére interne des complexes [Gd(do3ap)]* et GA(DTPA-p)]> ont
été mesurées par RMN '70. Les valeurs de ke, sont respectivement ~76:10° s™ et 14:10° s, a comparer
avec 4.1:10°s™ et 3.3-10° s pour les complexes de DOTA* et de DTPA™.

De plus, nous pouvons noter que le complexe de Gd(III) avec le ligand H¢bpeda-p posseéde la vitesse

1

d’échange la plus rapide mesurée a ce jour. La valeur de ke = 7.0-10° s™', proche de la vitesse

2. 1 Cette vitesse d’échange

d’échange optimale, est similaire a celle de 1I’ion Gd(IIl)-aqua.!
particulierement rapide a été attribuée a une sphére de coordination particulierement flexible qui
facilite la réorganisation du ligand lors du passage de I’espéce hydratée [Gd(bpeda-p)(H.O)]> a

I’espéce non-hydratée [Gd(bpeda-p)]*.

Au vu de ces résultats, les complexes de Gd(III) avec les ligands Hiebpatcn et Hypbpaten pour lesquels
le groupement acétate du ligand Hsbpatcn a été remplacé par des groupements propionate et
phosphonate (Figure III. 3), devraient présenter un encombrement stérique accru et de ce fait, un
échange rapide.

La relaxivit¢ des solutions des

protons HOD des [Gd(ebpatcn)(D,0)] et

[Gd(pbpatcn)(D,0)] dans D,O a été mesuré a 45 MHz et 25°C. Les temps de relaxation des protons

complexes

ainsi que la relaxivité associée sont rassemblées dans le Tableau III. 7.

[Gd(ebpatcn)(D,0)]  [Gd(pbpaten)(D,0)]
Cgar (mM) 4.00 433
T, (ms) 53.40 50.80
T, (ms) 43.93 42.79
r (mM's™) 4.68 4.55
r,(mM"s™ 5.69 5.40

Tableau III. 7 : Relaxivités longitudinales et transversales des complexes [Gd(ebpatcn)(D,0)] et
[Gd(pbpatcn)(D,0)] dans D,O a 45 MHz et 25°C.

La relaxivité dans I’eau légere peut étre calculée a partir de celle d’une solution dans D,O en tenant
compte du facteur de visosité npo/Mmo= 1.24. Les valeurs de relaxivité correspondantes sont donc
3.77 mM's" pour le complexe avec le ligand ebpaten® et 3.67 mM™'s™ pour celui avec le ligand
pbpaten®. Une relaxivité de 3.7 mM™'s' environ a été déterminée pour le complexe analogue
[Gd(bpatcn)(D,0)] a 45 MHz, 25°C dans H,O. Cette valeur est cohérente avec la présence d’une

molécule d’eau dans la sphére de coordination du complexe.

La vitesse d’échange des complexes a été¢ déterminée a partir de la mesure des temps de relaxation
transversale de I'’O (Annexe 2). Les mesures réalisées dans le cadre de ce travail ont fait I’objet d’une

collaboration avec le Pr. L. Helm a ’EPF Lausanne. Elles ont été réalisées sur une gamme de
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températures allant de -1°C a 75°C. Les profils de relaxivités longitudinale et transversale en fonction

de la température sont représentés Figure I11. 32.
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Figure III. 32 : Vitesses de relaxation longitudinales (en rouge) et transversales (en bleu) de I’ 0 en
fonction de la température. A gauche : complexe [Gd(ebpatcn)(H,0)], a droite : [Gd(pbpatcn)(H,0)|

(fit 2).

Dans les conditions utilisées (20 mM, q = 1), le déplacement paramagnétique mesuré Aw est faible (80

< Ao < 90Hz) par rapport a la largeur du signal RMN de 1"'70 (50 < Av < 250 Hz). De ce fait, il en

résulte une erreur expérimentale importante sur la détermination du déplacement paramagnétique Aw

qui ne sera pas pris en compte pour ces composés. Ainsi, les différents paramétres seront obtenus par

ajustement simultané des courbes de variation des relaxivités longitudinale et transversale. Leurs

valeurs sont rassemblées dans le tableau ci-dessous ; les valeurs en gras sont fixées.

[Gd(ebpatcn)(H,0)] [Gd(pbpatcn)(H,O)]
Fit 1 Fit 2
AH [kJ/mol] 322432 64+5 24.5
kex 2¥[10° 8] 85.5+25 86.7+ 13 40.16
E, [kJ/mol] 21.5+1 204+0.6 23.6
= > [ps] 126.5+4 3184+ 10 130
E, [kJ/mol] 3.0+3 54.9 + 54 1.0
7, 2% [ps] (1.01) (11.0) (1.00)
A/h [10° rad/s] 3.4 (4) 3.8 3.8
Cout 0 0 0
roao [A] 2.5 2.5 2.5
Traw )/ Trow) 1 1 1
A*[10% 5] (0.39) (0.4) (0.34)
x(141**)"? [MHz] 7.58 7.58 7.58
q 1 1 1

Tableau IIL 8 : Paramétres obtenus par ajustement des mesures RMN '"O pour les complexes
[Gd(ebpaten)(H,0)] et [Gd(pbpaten)(H,0)]". Les valeurs en gras ont été fixées pendant I’ajustement.
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Le nombre de molécule d’eau q a été estimé a partir des mesures de relaxivité ; les autres parameétres
ont été fixés aux valeurs reportées dans la littérature : les distances entre le Gd(III) et I’oxygene (tgqo)
ou le proton (rgay) sont respectivement fixées a 2.5 A et 3.1 A. La valeur de la constante de couplage

7312 et fixée a celle de 1’eau acidifiée (7.58 MHz). Des constantes de couplage

quadrupolaire y(1+n
hyperfin de I’ordre de -4 -10° 4 -3.3-10° ont été reportées dans la littérature. Dans le cas du complexe
[Gd(pbpatcn)(H,O)], elle a été fixée a la valeur la plus fréquemment obtenue selon la littérature, c'est-
a-dire -3.8-10° rad s.*" La contribution de sphére externe C, a été fixée a 0.

Afin de pouvoir porter un regard objectif sur les différents paramétres obtenus par ajustement des
données, il est indispensable de prendre en compte les différentes approximations liées a la méthode et
au modele utilisé. L’ajustement des données est basé sur la théorie Solomon-Bloembergen-Morgan qui
utilise une description simplifiée de la relaxation électronique tenant compte uniquement des
fluctuations du ZFS transitoire. Or, nous avons vu qu’une description rigoureuse de la relaxation
¢électronique n’était possible qu’en ajoutant une contribution statique du ZFS. Ainsi, les paramétres T,
et A> déterminés ici sont représentatifs uniquement de la relaxation électronique aux champs élevés
(> 2.5 T) et peuvent conduire a des relaxations électroniques aberrantes a bas champ. De plus, les deux
parametres étant fortement corrélés, des expériences multi-champs sont indispensables a leur
détermination précise. Au vu des I’Equations II1.2 et I111.3, la valeur de T, n’affecte pas les valeurs de

/Ty (i=1,2) si Ty >> 1, de sorte que la relaxation électronique n’a pas besoin d’étre ajustée

précisément si elle est suffisamment lente.

2.2, 2 2 2
L - {L(ﬂjhy—fysg(s + l):| X067, + 3mT 20+3 : (1 + U—JTR Equation III. 2

T |15\4z) 72, 0 2ei-n* "3

1 1 1 | .
—=—t—+— (i=12) Equation III. 3
Tai e Tk Tn

En revanche, dans le cas d’une relaxation électronique trés rapide (ou d’une vitesse d’échange lente),
T << 1, et une détermination précise de la relaxation électronique est indispensable a la
détermination exacte de 1,,. De méme, F. A. Dunand et ses collaborateurs ont montré que la valeur de

A , o L . 51
Tg Ne pouvait étre déterminée avec précision que si Ti.>> tr (Annexe 2).[ ]

L’ajustement des courbes de mesures avec le complexe [Gd(ebpatcn)(H,O)] ne pose pas de probleme
particulier. La valeur de I’enthalpie d’activation AH est similaire a celle reportée pour le complexe
[GA(DTTA-prop)(H,0)]* (30.8 kJ mol™). La constante de couplage scalaire A/h est similaire a celles

231 e temps de corrélation

reportées dans la littérature pour les autres complexes octadentes.!
rotationnelle est identique a la valeur déterminée pour le complexe [Gd(bpatcn)(H,O)] par la mesure
de son rayon hydrodynamique (127 ps) ; son énergie d’activation E, est similaire aux valeurs obtenues

dans la littérature. Ce résultat était attendu car d’une part les poids moléculaire des deux complexes
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sont voisins et d’autre part, leurs architectures étant trés proches, on attend des rayons
hydrodynamiques similaires pour les deux complexes. Les paramétres A%, E, et par 1, sont obtenus en
considérant la description de la relaxation électronique par la théorie SBM : 1, est le temps de
corrélation associé aux vibrations du complexe et A? est I’amplitude du ZFS transitoire et dépend du
champ du ligand. Afin d’obtenir des valeurs raisonnables, c'est-a-dire qui ne conduisent pas a une
description électronique aberrante a bas champ, nous avons considéré les plages de variations
suivantes : 1 <1, <5 pset 0.1 <A?<0.4:10” s, Cependant, ces valeurs étant issues de I’analyse des
données a un seul champ, elles sont données uniquement a titre indicatif. Pour une meilleure
description de la relaxation électronique des systémes, il faudrait recourir a la méthode relaxométrique

utilisant une sonde de sphére externe décrite au paragraphe précédent (§ 1.3.1.).

Le traitement des données du complexe [Gd(pbpatcn)(H,O)] est plus problématique. Un premier
ajustement simultané des vitesses de relaxations réduites longitudinale et transversale a été réalisé
(Fit 1). Les paramétres obtenus sont rassemblés dans le Tableau III. 8. L’analyse a été effectuée de
maniére similaire a celle du complexe [Gd(ebpatcn)(H,O)]. Les résultats du fit 1 donnent une
description erronée du systéme. Premiérement, le temps de corrélation rotationnelle T est
particuliérement ¢€levé. En effet, nous pouvons considérer en premiére approximation que les valeurs
de tr de deux complexes d’architectures voisines comme le [Gd(bpatcn)(H,O)] et son dérivé
[Gd(pbpatcn)(H,0)T, sont proportionnelles a leur poids moléculaire. Ainsi une valeur autour de 130 ps
est attendue pour le complexe avec le ligand pbpaten®. Certes, le mouvement de rotation du complexe
peut étre ralenti par la présence d’une charge négative. Cependant, dans le cas du complexe
[GA(DOTA)(H,0)] et de son analogue [Gd(do3ap)(H,O)]* (Figure III. 31) I’effet du phosphonate
n’excéde pas 50% alors qu’une augmentation de 150% est observée ici.*®! Aussi, 1’étude du complexe
[La(bpeda-p)(H,O)]*” (Figure III. 31) ) par RMN H a permis une mesure indépendante du temps de
corrélation du complexe [Gd(bpeda-p)(H,0)]* (tg = 155 ps).*”! La valeur de tx trouvée ici est donc
beaucoup trop grande ! Deuxiémement, les paramétres de relaxation électronique E,, T, et A’ ne
peuvent étre ajustés dans les plages de variations 1 <1, <5 pset 0.1 <A><0.4:10” s. Ce phénomene
sous-entend une relaxation électronique rapide. De plus, nous venons de voir que le temps de
corrélation rotationnelle ne pouvait étre déterminé précisément par cette méthode que si T, était
largement supérieur a tr. De ce fait, nous avons décidé de fixer la valeur du temps de corrélation
rotationnelle a 130 ps et de n’ajuster que la vitesse de relaxation transversale du complexe (fit 2). Les
données sont en accord avec une cinétique d’échange rapide. En premiére approximation, nous
obtenons une vitesse d’échange k., de I’ordre de 40-10° s, Cette valeur est intermédiaire entre les
vitesses observées pour le complexe [GA(DTPA-p)(H,0)]* (kex = 14:10° s7) et le complexe
[Gd(do3ap)(H,0)]* (ke = 80-10° s) (Figure III. 31). Une détermination plus rigoureuse des

paramétres Ty et key devrait étre obtenue par I’analyse des mesures RMN 'H & haut champ en présence
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d’une sonde de type CH;0D. Une nouvelle méthode d’interprétation sera décrite au § 11.3.1. Notons
que des difficultés similaires ont déja été rencontrées par 1’équipe de K. Raymond pour 1’ajustement
des données obtenues avec les complexes [Gd(TREN-Me-3,5-HOPOTAM)] et [Gd(TREN-Me-3,2-
HOPOBAC] présentant une relaxation électronique rapide.””!

La relaxation électronique des deux complexes [Gd(ebpatcn)(H,0)] et [Gd(pbpaten)(H,O)] n’a pas
été déterminée. Toutefois, 1’allure des profils NMRD permet une description qualitative des systémes.
En effet, le groupe de A. Merbach a souligné que, dans I’hypothése d’un temps de relaxation
¢lectronique infini, le rapport des relaxivités a champ nul et champ moyen vaut une valeur
constante égale a 10/3."! Ainsi, un affaiblissement de la relaxivité a bas champ par rapport a cette
valeur de référence est caractéristique d’une relaxation électronique rapide qui, de plus, est d’autant
plus rapide que la relaxivité a bas champ est faible. Dans un premier temps, nous préférons nous
contenter d’une description qualitative de la relaxation électronique plutdt que de la déterminer
approximativement par des méthodes d’ajustement.

L’hypothése d’une relaxation ¢€lectronique rapide pour le complexe [Gd(pbpatcn)(H,O)] est vérifiée
par ’allure de son profil NMRD. Les profils NMRD des protons de I’eau HOD ont ét¢ mesurés entre
0.01 MHz et 35 MHz pour des solutions de complexes [Gd(ebpatcn)(H,0)] et [Gd(pbpaten)(H,0)]
dans D,0. IIs sont représentés Figure I11. 33.

Gd(ebpatcn) Gd(pbpatcn)
104 10+
8; '...°'°"".'.-°o 8;
4 .. 7
L]
:w 67, .l. :w 6
s B 'o.. s '...I'I'O.o....l......
§ 4] § 4] *0g00"’
2 2
07 T T T T T T 07 T T T T T T
0,01 0,1 1 10 100 0,01 0,1 1 10 100
Proton Larmor Frequency/MHz Proton Larmor Frequency/MHz

Figure III. 33 : Profils expérimentaux de la relaxivité des protons HOD pour des solutions de complexe de
Gd(III) dans D,O avec les ligands : ebpaten™, 4 gauche et pbpaten®, a droite.

Le profil du complexe [Gd(ebpatcn)(H,O)] est analogue a celui du complexe [Gd(bpatcn)(H,0)]
(Figure III. 28) : le rapport des relaxivités a 0.1 MHz et a 15 MHz (R) vaut 1.8 & comparer avec 1.9
pour le complexe de bpaten™. En revanche, la relaxivité du complexe [Gd(pbpaten)(H,0)] est trés peu
dépendante du champ. Un rapport de 1.25 seulement est mesuré, en accord avec une relaxation
¢lectronique extrémement rapide. Une relaxation électronique aussi rapide n’a encore jamais été
reportée dans la littérature. Toutefois, I’analyse qualitative du profil NMRD du complexe [Gd(TREN-
Me-3,2-HOPOTAM] développé par Raymond et al, indique un rapport de 1.3 entre les relaxivités a
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0.1 MHz et 4 15 MHz."* La relaxation électronique rapide est li¢e a I’existence d’un ZFS important,
probablement corrélé a I’introduction du groupement phosphonate dans la sphére de coordination. Une
accélération de la relaxation électronique, somme toute assez faible, avait été observée pour le
complexe [Gd(bpeda-p)(H,0)]" (R = 1.4)" par rapport a son analogue non phosphorylé
[Gd(bpeda)(H,O)] qui posseéde déja une relaxation électronique trés rapide (R = 1.5). Dans le cas du
complexe [Gd(pbpatcn)(H,0)], les mesures RMN 'H ont montré une grande rigidité de la sphére de
coordination. Aussi, il est fort probable que celle-ci soit beaucoup plus distordue dans le cas du ligand
pbpaten® qu’avec le ligand bpaten®. Ces distorsions pourraient étre a I’origine de la rupture de la
symétrie locale du 1,4,7-triazacyclononane. L’obtention de structures a 1’état solide des complexes
[Gd(bpatcn)(H,0)] et [Gd(pbpatecn)(H,O)] devrait permettre une premicére comparaison de la
géométrie des sphéres de coordination des deux complexes. Malheureusement, étant la forte solubilité

de ces systémes, aucun cristal de qualité suffisante pour 1’analyse aux rayons X n’a pu étre obtenu.

En conclusion, le complexe de Gd(III) avec le ligand bpatcn® posséde une relaxation électronique
relativement lente aux champs des imageurs IRM actuels (1.2 T). Celle-ci est donc favorable a son
incorporation dans des systémes macromoléculaires conduisant au développement d’agents de
contraste spécifiques ou a relaxivité accrue. Cependant, la vitesse d’échange de I’eau dans sa premicre
sphére de coordination est limitante. Des ligands dérivés du bpaten®™ possédant une géne stérique
accrue au niveau du bras carboxylate (due a ’augmentation de la chaine carbonée ou a ’introduction
d’un groupement phosphonate) ont été développés. Leurs complexes, [Gd(ebpatcn)(H,O)] et
[Gd(pbpatcn)(H,O)] possedent une vitesse d’échange de 1’eau en premiére sphére de coordination
rapide. Les résultats préliminaires indiquent que, si la relaxation électronique du complexe
[Gd(ebpatcn)(H,O)] est similaire a celle du [Gd(bpatcn)(H,0)], une forte diminution du temps de
relaxation €lectronique est observée dans le cas du [Gd(pbpatcn)(H,O)]". La présence d’un groupement
phosphonate, chargé négativement, dans la sphére de coordination du métal est probablement 1’une des
causes de cette diminution.

Ainsi, pour cette série de complexes mono-aqua, 1’étude des modulations de la sphére de coordination
du métal sur la relaxivité des complexes de Gd(III), associée au développement de méthodes adéquates
a conduit a une optimisation simultanée des parametres T et ke. Aprés optimisation du temps de
corrélation rotationnelle Tg, cette architecture est susceptible de conduire a des complexes présentant

une relaxivité élevée aux champs de I’IRM clinique actuels (0.5 a 1.5 T).
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I1. Chélates de Gd(III) bis- et tris-aqua

L’augmentation du temps de corrélation rotationnelle du complexe ou de la vitesse d’échange n’est
pas suffisante pour accéder a des relaxivités élevées aux champs des nouveaux imageurs IRM (7 T -
9.4 T). Une autre stratégie doit donc étre utilisée. En particulier, nous avons vu que 1’augmentation du
nombre de molécules d’eau dans la premiére sphére de coordination des complexes conduit a une
relaxivité accrue aux champs d’imagerie classiques mais aussi aux champs forts. C’est pourquoi nous
avons également étudié des systémes incorporant deux voire trois molécules d’eau dans leur premicre
sphére de coordination. C’est a ces systémes que nous allons nous intéresser dans la partie suivante.

Un exemple de complexe bis-aqua a été précédemment étudié au laboratoire : le complexe
[Gd(tpaa)(H,0),] dont la structure du ligand est représentée Figure III. 34. Il possede une relaxivité
élevée.*"! Cependant, I’étude des différents facteurs a ’origine de cette relaxivité élevée n’a pu étre
réalisée du fait de la trés faible solubilité du complexe dans I’eau. Ainsi, deux nouveaux ligands

tripodes dérivés du ligand Hstpaa ont été synthétisés (Figure I11. 34).

HOOC._~
NI P COOH COOH
| NN | NN COOH
| XN _N Ny -COOH _N Ny -COOH
N K@j/COOH COOH | / COOH | —
COOH »Z
H,tpaa H,dpaa H, dpaba

Figure III. 34 : Structure des ligands H;dpaa et Hydpaba.
De nouveaux critéres doivent étre pris en compte pour le design et I’évaluation des complexes
possédant un nombre d’hydratation supérieur a un. D’une part, une diminution de la stabilité
thermodynamique et cinétique est souvent engendrée par la diminution du nombre de fonctions
coordonnantes. D’autre part, le gain de relaxivité peut étre annihilé par la coordination de substrats
endogenes susceptibles de déplacer une ou plusieurs molécules d’eau. Ainsi, la coordination des
anions endogenes (lactate, malonate, carbonate, phosphate,...) et/ou des acides carboxyliques des
chaines latérales des protéines (glutamines et asparagines) devra étre envisagée. L’un des exemples les
plus anciens est le complexe [Gd(EDTA)(H,O);] : il est toxique (logKgq = 17.4) et forme des
complexes ternaires avec les anions endogenes bivalents (carbonate, phosphate), conduisant a une
forte diminution de la relaxivité.®* Différentes architectures ont été étudiées afin d’optimiser la

stabilité du complexe et de limiter la coordination des substrats.
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Figure III. 35 : Structure du ligand DO3A et du dérivé aDO3A.
Les complexes avec le ligand DO3A et ses dérivés ont été largement étudiés (Figure II1. 35).°*°% Le
principal inconvénient de ce type d’architecture réside dans leur forte interaction avec les différents
substrats. En effet, les deux molécules d’eau du complexe [Gd(DO3A)(H,0),] sont déplacées par les
anions bidentes malonate et lactate et une seule par le carbonate et le phosphate. Les constantes
d’affinité des anions pour plusieurs complexes dérivés du [Gd(DO3A)(H,0),] ont été déterminées.
Des différences importantes sont observées suite a de légeéres modifications structurales (N-

méthylation par exemple).””

De plus, D. Parker et ses collaborateurs ont montré que 1’affinité des
anions pouvait étre diminuée par répulsion électrostatique. Le complexe anionique [GdaDO3AT”
incorporant trois chaines carboxylate a été synthétisé dans ce sens (Figure III. 35). Sa relaxivité,
mesurée a 65.3 MHz dans un milieu extracellulaire reconstitué, est égale a 12.3 mM's?, soit
pratiquement trois fois celle du [Gd(DOTA)].®® La formation des complexes ternaires est donc

fortement affectée par la charge du complexe de méme que par sa structure et sa géométrie.

Deux nouvelles classes de complexes de gadolinium a deux molécules d’eau ont été développées. La
premiére classe est constituée des dérivés du complexe [Gd(HOPO)] développé par K. Raymond et ses
collaborateurs. Le premier composé de cette famille, le [Gd(TREN-Me-3,2-HOPO)], présente une
relaxivité 2.5 fois supérieure a celle des agents de contraste commerciaux (10.5 mM™s”, 20 MHz,

37°C) (Figure II1. 36).°"

Y
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HO H OH
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TREN-Me-3,2-HOPO

Figure III. 36 : Structure du ligand TREN-Me-3,2-HOPO.
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De plus, en dépit de la présence des deux molécules d’eau, sa stabilité thermodynamique et cinétique
est semblable & celle des complexes [GA(DOTA)(H,0)] et [GA(DTPA)H,0)]* (pGd = 20.3) et
aucune réaction de transmétallation n’est observée en présence de Ca(Il) ou de Zn(II).”! La seule
limitation de ce type de composé€s est leur faible solubilité dans 1’eau. Une nouvelle série de ligands
mixtes comportant deux unit¢ HOPO et une troisiéme unité chélatante hydrophile, facilement
fonctionnalisable (bis(acétate), salicylamide, 2-hydroxyisophtalimide, 2,3-dihydroxyterephtalamide), a
donc été développéel®™ ° °"! Cependant, une forte diminution de la relaxivité est observée en présence
de phosphate et d’oxalate alors que les autres anions endogénes n’ont peu d’effet.[”) Des mesures
systématiques des constantes d’affinité pour les complexes de Gd(III) de la série ont montré, ici
encore, une forte influence de la charge et de ’architecture du complexe sur I’interaction avec les
anions.*”
La deuxiéme classe est représentée par les complexes de Gd(IIl) avec des ligands macrocycliques
développés par S. Aime et ses collaborateurs. Ces ligands, de type PC (« pyridine-containing) sont
basés sur un macrocycle polyazoté a 12 atomes, dont I’'un des azotes appartient a une unité pyridine.
Parmi ces ligands, le PCP2A, incluant deux bras acétate et un bras méthylénephosphonate, est
particuliérement prometteur (Figure III. 37).1!

[

HOOC N
\—N

L\iT\jgjbOOH

H,04P
PCP2A

Figure IIL 37 : Structure du ligand PCP2A./*

En effet, il présente une bonne stabilité (log Kgq = 23.4) ainsi qu’une relaxivité éElevée
(r;= 8.4 mM's™). Pour ce comlpexe, une seule des deux molécules d’eau est remplacée en présence de
carbonate.[*”!

D’autres ligands heptadentes ont été synthétisés plus récemment. Par exemple le ligand AAZTA
développé par 1’équipe de S. Aime posseéde une trés forte stabilité thermodynamique (logKGdL =
19.3) (

Figure III. 38).1%%
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Figure III. 38 : Nouvelle architecture de ligand heptadente.
Peu de ligands hexadentes ont été étudiés car, comme nous venons de le voir, leur stabilité est souvent
trop faible. Aprés le [GA(EDTA)(H,0);] de relaxivité r, = 7.15 mM™s™ a 20 MHz a 40°C,"" les
complexes les plus anciens sont ceux avec les ligands NOTMA (r, = 9.0 mM™'s™", 20 MHz, 25°C) et
avec les texaphyrines (Figure III. 39).! La forte relaxivité des texaphyrines est dramatiquement

diminuée en présence de phosphate : de 17 4 5 mM™'s™ 4 20 MHz.

COOH

{
N
(N_J/P’<COOH

HOOC’x\

NOTMA Texaphyrine

Figure III. 39 : Structures des principaux ligands hexadentes.

D’aprés ces données, la formation de complexes ternaires avec les anions est trés sensible a la
structure et a la charge du complexe. Il en est de méme pour I’interaction avec les chaines latérales des
protéines. Cependant, la relation entre les propriétés structurales et 1’affinité n’est pas encore bien
comprise. Ainsi, la comparaison entre les deux complexes analogues [Gd(dpaa)(H,O);] et
[Gd(dpaba)(H,0),] devrait nous permettre de progresser dans la compréhension du phénomeéne.

Les trois molécules d’eau du complexe [Gd(dpaa)(H,O);] peuvent étre partiellement ou totalement
déplacées par les oxyanions. Plusieurs questions se posent alors : y a-t-il, similairement aux complexes
de la série TREN-HOPO, une sélectivité entre les anions ? La présence d’une fonction carboxylate
supplémentaire sur le complexe [Gd(dpaba)(H,0),] engendre-t-elle une diminution de 1’affinité ? Les
études structurales, potentiométriques et relaxométriques présentées ci-apres devraient nous permettre

d’apporter des éléments de réponse.

IL1. Synthese et structure des complexes a I’état solide

I1.1.1. Complexe de Gd(III) avec le ligand dpaa*

Le complexe [Gd(dpaa)] a été isolé sous la forme d’une poudre blanche microcristalline par lente
évaporation d’une solution 1 : 1 Gd : dpaa, apres ajustement du pH a 6 avec une solution NaOH 1M.
Le rendement obtenu est de 65%. Cependant, la forte solubilité du complexe a ce pH empéche sa
cristallisation. Des essais de cristallisation par lente évaporation d’une solution a pH basique (8
environ) ont donc été réalisés. De cette maniére, des monocristaux de qualité suffisante pour 1’analyse

aux rayons X ont été obtenus.
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Le composé cristallise sous la forme d’un polymeére infini monodimensionnel dans le groupe d’espace
P-1 du systéme triclinique. Deux complexes de Gd(III) non-équivalents sont pontés par les deux
oxygeénes d’un carboxylate bidente pour former un tétramere centrosymétrique dans un arrangement
plan carré (Figure III. 40). Les deux complexes sont nona-coordinés. Leurs polyedres de coordination
peuvent étre définis comme des arrangements antiprisme carré mono-coiffé, le polyédre de Gd(1) étant

trés déformé.

0(3I~&0(25

Figure III. 40 : Diagramme ORTEP du motif tétraédrique {Gd(dpaa)(HZO)]Z[Gd(dpaa)(HZO](OHh}z' du
polymére de Gd(III) (éllipsoides thermiques a 30% de probabilité).

L’ion Gd(2) est coordiné par les six atomes donneurs du ligand dpaa™, une molécule d’eau (O(27)) et
par les deux oxygenes (O(1) et O(2)) du groupement picolinate d’un des complexes adjacents. Celui-ci
lie les deux ions Gd(IIT) de maniére p: n' ; 7% indiquant de ce fait que la géométrie du ligand rend
possible la coordination d’autres carboxylates dans un arrangement m°. Ainsi, I’interaction du

complexe [Gd(dpaa)] avec les acides carboxyliques endogénes (lactate, citrate...) est a envisager.
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L’oxygene du picolinate qui n’est pas impliqué dans la coordination de Gd(2) (O(12)) est li¢ a I’autre
ion Gd(1) voisin dans une interaction de type p: n';n'.

Ainsi, I’ion Gd(1) est 1ié par les six donneurs du ligand, mais également par I’oxygéne O(12) d’un
groupement picolinate du complexe voisin, par une molécule d’eau (O(25)) et un hydroxo (O(26)).
L’hydroxo terminal est reli¢ a un sodium qui, pour une meilleure clarté¢ de la figure, n’a pas été
représenté. De plus, un autre cation sodium relie les oxygénes O(4) et O(14) de deux unités
tétramériques différentes pour former le polymére monodimensionnel infini de formule
[{[Gd(dpaa)(H,0)],{[Gd(dpaa)(H,O)(OH)]Na(H,0),},},Na(OH)(H,0);.CH;0H.6H,0] (Figure III.
41).

Figure III. 41 : Diagramme ORTEP de la structure polymérique mono dimensionnelle avec des éllipsoides
thermiques a 30% de probabilité.

Les quatre sites de coordination vacants du sodium sont occupés par deux molécules d’eau et un ion
hydroxide. La présence simultanée d’une molécule d’eau et d’un hydroxo dans la sphére de
coordination du métal est a mettre en relation avec le résultat des études potentiométriques (voir §
I1.2.3.). De plus, la formation de cette espeéce est favorisée par sa faible solubilité dans 1’eau. La
formation d’auto-assemblages polymétalliques de complexes hydroxos a déja été observée a pH trés
basique (pH = 13-14) avec les complexes de lanthanides du ligand EDTA. Le mécanisme suggéré
fait intervenir 1’espéce mononucléaire aqua-hydroxo comme intermédiaire, cependant cette espéce
n’avait jamais été isolée auparavant. Ainsi, cette structure a permis d’isoler pour la premiére fois une
espéce hydroxo-aqua avec un hydroxo terminal. En effet, si plusieurs complexes de lanthanides
hydroxos ont déja été caractérisés, la plupart font intervenir des hydroxos pontant entre deux

67-73

lanthanides./””! Cette structure indique que le ligand dpaa® pourrait étre utilisé avec succés pour la

synthése controlée de complexes de lanthanides polynucléaires oxo/hydroxo.
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I1.1.2. Complexe de Lu(III) avec le ligand dpaa*

Le complexe de Lu(Ill) a été synthétisé de maniére similaire a celui de Gd(III), par lente évaporation
d’une solution de ligand et de LuCl; a pH = 5.3. 1l cristallise sous la forme d’un solide blanc avec un
rendement de 82%. Toutefois, le complexe de Lu(Ill) est moins soluble que son analogue avec le
Gd(III). Des monocristaux ont été€ obtenus a partir de la solution mére (pH = 5.3) puis analysés par
diffraction des rayons X. Le composé cristallise dans le groupe d’espace P2(1) du systéme
monoclinique sous la forme d’un monomeére. Sa structure est représentée Figure III. 42. L’ion Lu(Il)
est octa-coordiné par les six atomes donneurs du ligand et par deux molécules d’eau. La géométrie de
la sphére de coordination peut étre décrite comme un dodécaédre 1égérement distordu. Le complexe
[Lu(dpaa)(H,O),] peut &tre comparé a son analogue [Lu(tpaa)(H,O)], pour lequel la structure
cristalline a précédemment été obtenue.”"! Les structures cristallographiques des complexes [Ln(tpaa)]
avec plusieurs ions Ln(III) ont montré une variation importante du nombre de coordination et de la
solvatation le long de la série. Le complexe de Lu(III) avec le ligand tpaa® cristallise sous la forme
d’un monomére octadente avec une molécule d’eau. Les trois bras picolinate s’enroulent autour du
métal de maniére hélicoidale. En revanche, dans le cas du ligand dpaa® les trois bras forment une
pince. Cet arrangement différent influence peu les distances au centre métallique qui restent similaires
a celles observés pour le complexe [Lu(tpaa)(H,O)]. Pour comparaison, la distance Lu —Njpical mesure
2.575(11) A (au lieu de 2.6071(18) A avec le ligand tpaa3') et les distances moyennes Lu —Ocarboxyi €t
Lu —N valent respectivement 2.27(2) A et 2.46(1) A, au lieu de 2.30(4) A et 2.48(9) A.

Figure III. 42 : Diagramme ORTEP du complexe [Lu(dpaa)(H,0),] (ellipsoide thermiques a 30% de
probabilité).

A ce jour, les complexes de Ln(III) avec le ligand analogue dpaba® ont tous été synthétisés in situ et
leurs propriétés étudiées en solution. Des essais de cristallisation sont en cours mais n’ont donné aucun

résultat pour I’instant, probablement dii a la solubilité plus élevée du complexe.
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II.2. Ftudes structurales en solution

Un des premiers objectifs de la synthése du ligand dpaa® était, en remplagant un picolinate
hydrophobe par un groupement acétate hydrophile, d’augmenter la solubilité des complexes. Notre

3

objectif est atteint : les complexes de Ln(IlI) avec le ligand dpaa™ sont beaucoup plus solubles (> 20

mM) que leurs analogues avec le ligand tpaa® (< 1 mM).
I1.2.1. Etudes par RMN 'H

Complexes avec le ligand dpaa®

Les spectres RMN 'H des complexes [Ln(dpaa)] (Ln = La, Eu, Tb, Lu) ont été réalisés dans D,0, a
25°C et a 400 MHz pour des valeurs de pD comprises entre 6 et 8 (Figure I11. 43 et Figure III. 44).

H2a/b

| Ml J

R TR AL TR T L TR PR B o e B
2.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0

Figure III. 43 : Spectres RMN 'H, D,0, 400 MHz. A gauche : [Lu(dpaa)|, pD = 6.7 ; a droite : [La(dpaa)],

pD =8.1.
H,
H
Ha/H; 2a H,
H,/H;
JE
TR T s e a2 T e T TR

Figure III. 44 : Spectre RMN 'H du complexe [Eu(dpaa)], D,0, 400 MHz, 25°C, pD=7.9.
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Un seul ensemble de six signaux est observé le long de la série : trois pour les protons des pyridines,
deux signaux pour les protons diastéréotopiques du méthyléne en o du cycle aromatique et une
résonance pour les deux protons du groupement acétate. Ces données indiquent la présence d’une
espece rigide de symétrie Cg en solution. Les protons diastéréotopiques des bras acétate et picolinate
indiquent la coordination de l’azote apical a 1’échelle du temps RMN. Les deux protons du
groupement acétate sont rendus équivalents par la présence d’un plan de symétrie. Notons qu’un
comportement fluxionnel impliquant une interconversion rapide des deux conformations A et A avait
été observé pour les complexes avec le ligand tpaa™.*!! Dans ce cas, les complexes [Ln(dpaa)] sont

plus rigides, indiquant une meilleure complémentarité métal-ligand.

Des études RMN 'H en présence d’un excés de ligand ont indiqué la formation d’une nouvelle espéce
en solution. Ainsi, les spectres des complexes [Ln(dpaa),]* (Ln = Eu, Tb, Lu) ont également été
réalisés. A 25°C et 400 MHz, des spectres larges sont obtenus pour les complexes de Tb(III) et Lu(III),
caractéristiques de la présence d’équilibres conformationnels en solution. En revanche, avec 1I’Eu(Ill),
plus de 17 signaux sont dénombrés, en accord avec la formation d’une espéce rigide de symétrie C,
(Figure III. 45). Cependant, le recouvrement partiel des signaux a rendu leur attribution impossible. La

formation d’une espéce 2 : 1 en solution a été confirmée par potentiométrie (voir § 11.2.3.).

I

Figure III. 45 : Spectre RMN 'H du complexe [Eu(dpaa)2]3', D,0, 400 MHz, 25°C, pD =7.8.

Complexes avec le ligand dpaba*
Les complexes de Ln(III) (Ln = La, Eu, Lu) avec le ligand analogue dpaba* ont été étudiés de maniére
similaire. Les spectres RMN 'H, réalisés a 25°C, 400 MHz et pour des valeurs de pD comprises entre
6.7 et 7.5, indiquent la présence de treize signaux (Figure III. 46 et Figure IIl. 47). L’étude des
couplages scalaires et de 1’effet Overhauser a permis d’attribuer les signaux. Six résonances sont

observées pour les deux groupements picolinate, quatre signaux pour les CH, en o des cycles
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aromatiques, deux pour le groupement acétate et un pour le proton porté par le carbone chiral. Ce
motif est en accord avec la présence d’une espece rigide de symétrie C; en solution. A nouveau, les
protons des methylénes sont diastéréotopiques indiquant qu’il n’y a pas de décoordination en solution.

Contrairement & ce qui a été observé avec le ligand dpaa®, la formation d’espéce 2 : 1 n’a pas lieu.

HOOC
H1g
py H,/H,
HigtHyp oy
H, H,/H,
Hy Hi+Hy,
L O S S T T T T T T O T S T (O O S A O A BB A
ppm 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3. ppm 80 7.0 6.0 5.0 40 30

Figure III. 46 : Spectres RMN 1H, D20, 400 MHz. A gauche : [Lu(dpaba)]-, pD =7.5; a droite :
[La(dpaba)]-, pD = 6.7.
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25°C
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Hs Hio H,,
"l H H
He 2 H,. 1b
H3b H3aH7b
A [ I .
| ‘ | | ‘ | | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | | | ‘ | | ‘ |
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Figure II1. 47 : Spectre RMN "H du complexe [Eu(dpaba)(H,0),|", D,0, 400 MHz, pD = 7.3.

I1.2.2. Détermination du nombre de molécules d’eau coordinées

De méme que pour les complexes décrits précédemment, le nombre de molécules d’eau dans la
premiére sphére de coordination du Gd(III) est estimé a partir de la solvatation des complexes avec les

métaux voisins Eu(Il) et Tb(III). Les résultats sont rassemblés ci-dessous (Tableau III. 9).

Aex (nm) Tino (MS) Tpoo (MS) q£0.2

[Eu(dpaa)] 272 0.307(2) 2.53(2) 3.1

dpac® [Tb(dpaa)] 272 0.99(1) 2.65(2) 2.9
[Eu(dpaa),]* 271 1.11(4) 2.43(2) 0.3
[Tb(dpaa),] ™ 271 1.18(4) 1.73(2) 1.06

N [Eu(mpatcn)] 273 0.394(6) 1.58(2) 2.0
mpaten [Tb(mpatcn)] 273 1.233(3) 2.542(6) 1.8
dpaba® [Eu(dpaba)] 272 0.383(4) 2.628(5) 2.4
[Tb(dpaba)]” 272 1.225(4) 2.98(1) 2.1

Tableau III. 9 : Temps de vie des complexes d’Eu(IIl) et de Tb(III) avec les ligands étudiés dpaa™,
mpaten® et dpaba®, dans le tampon Tris (pH = 7.4) et dans le D,O (pD = 7.4), ainsi que le nombre de
molécules d’eau en sphére interne q calulé.
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Pour les complexes avec le ligand dpaba®, les résultats sont en accord avec la formation d’une seule
espece monomérique [Ln(dpaba)(H,0),] en solution (Ln = Eu, Tb et Gd par extension). De maniére
analogue, les complexes avec le ligand mpaten® possédent un nombre d’hydratation égal & deux. En
revanche, pour le ligand dpaa®, la formation de complexes de stoechiométrie 1: 1 et 2: 1 a été mise
en évidence par RMN 'H. Ainsi, les mesures de luminescence ont été réalisées d’une part, en présence
de quantités équimolaires de métal et de ligand et d’autre part, dans des conditions ou seule I’espéce
2 :1 est présente ([Eu] ~ 4:10™* M, [dpaa] ~ 8.8:10™ M pour le complexe d’Eu(III) et ([Tb] ~1-10 M,
[dpaa] ~4.3-10° M pour le complexe de Tb(III)). Les temps de vie observés indiquent la présence de
trois molécules d’eau dans la sphére de coordination des complexes [Ln(dpaa)] (Ln = Eu, Tb et par
extension Gd). Cependant, pour les complexes de bis-dpaa, les valeurs mesurées sont en accord avec
la présence de 1.06 + 0.2 molécules d’eau pour le complexe [Tb(dpaa),]’ et 0.3 + 0.2 pour le
complexe d’Eu(Ill). En général, les complexes d’Eu(Ill) et de Tb(IIl) possédent le méme nombre de
molécules d’eau dans la premi¢re sphére de coordination. Cependant, nous avons vu en introduction
que les nombres de coordination des lanthanides varient, au cours de la série, de 9 & 10 pour les gros
lanthanides comme la lanthane jusqu’a 8 pour I’ion lutétium qui est plus petit. Le changement de
coordination a lieu pour des ions différents en fonction du ligand utilisé. Souvent la rupture a lieu au
niveau du Gd(III) ; ce changement est qualifié de « gadolinium break ». Par exemple, les ions Eu(III)
et Tb(IIl) aqua possédent respectivement 9.6 et 9.0 molécules d’eau.'”’ En ce qui concerne les
complexes avec le DOTA*, un changement du nombre de molécules d’eau coordinées est observé au
niveau du Tm(III)."" Dans la série de complexes avec des ligands terpiridine cristallisée par L. I.
Semenova et ses collaborateurs, la rupture a lieu, a 1’état solide, au niveau du Gd(III) et le nombre de
molécules d’eau passe de q =3 (du La au Gd) a =2 (du Tb au Lu).” Ici, la différence de solvatation
observée pour les complexes bis-dpaa est vraisemblablement liée a d’importantes différences
structurales entre les deux complexes. Dans le complexe [Eu(dpaa),]*, neuf donneurs parmi les douze
donneurs potentiels saturent la sphére de coordination de I’Eu(Ill). En revanche, 1’ion Tb(III), plus
petit, ne peut s’accommoder que d’un nombre restreint de donneurs (huit), laissant ainsi un site de
coordination libre pour une molécule d’eau. Cette interprétation est en accord avec les résultats RMN
'H qui indiquent une plus grande fluxionnalité pour le complexe de Tb(III). De plus, les dosages
potentiométriques ont révélé une stabilité inférieure pour le complexe 2 : 1 de Tb(IIl) (voir § 11.2.3.).
D’importances différences dans les mécanismes de formation de complexes ternaires avaient déja
observées le long de la série des lanthanides par G. R. Choppin et ses collaborateurs pour les adduits
Ln-EDTA-NTA."® L’ion Gd(III) étant intermédiaire entre les ions Eu(III) et Tb(III), il est cette fois
impossible de prédire a priori son état d’hydratation (q = 0 ou q = 1). Seule la mesure de la relaxivité
va nous permettre de trancher. Nous verrons par la suite que la relaxivité du complexe [Gd(dpaa),]*
est en accord avec la présence d’une molécule d’eau dans sa premiére sphére de coordination ( §

11.3.2).
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I1.2.3. Protonation des ligands et stabilité des complexes

- Complexes avec le ligand Hsdpaa

Les constantes de protonation du ligand ont été déterminées de maniere analogue a celles décrites
pour les ligands précédents. Entre pH = 2.5 et pH = 10, trois constantes de protonation ont été mises en

évidence. Les pKa associés sont présentés dans le Tableau III. 10. Ils correspondent aux équilibres

suivants :
pKa, LH,” + H,0O = LH; + H;O"
pKa, LH; + H0 = LH, + H;0"
pKa; LH, + H,0 = LH” + H;O
pKa; pKa; pKa;
29+0.1 3.8+0.1 7.33 +0.03

Tableau III. 10 : pKa du ligand dpaa (25°C, KC1 0.1 M).

Similairement a ce qui a été observé pour le ligand Hstpaa,*"! le pKa le plus élevé correspond a la
protonation de ’amine tertiaire. Les deux autres pKa correspondent respectivement aux protonations
des groupements carboxylate liés aux pyridines. La protonation du groupement acétate a lieu a un pH
inférieur et le pKa associé¢ n’a pu étre déterminé. Pour comparaison, le pKa de la fonction acide
terminal de la glycine est égal a 2.35. La valeur du pKa de I’amine tertiaire (pK.) est
significativement plus faible pour le ligand Hidpaa que celle reportée dans la littérature pour le ligand
Hjnta (pKgs = 9.75).%! Cette diminution est associée a la présence des groupements électro attracteurs
acide 6-methyl-2-pyridinecarboxilique. La valeur obtenue est en accord avec celle observée pour le
ligand dpa (pKa = 7.30).""! Les valeurs des deux autres pKa sont similaires a celles obtenues pour la
protonation des groupements carboxylate des fonctions picolinate du ligand Hstpaa (pK,, = 3.3(1),

pKas =4.11(6)).2" Les ligands Hsnta, Hdpa et Hstpaa sont représentés ci-dessous.

HoOoC N
COOH " NH N~
HooC” N (A IN\ NN
COOH = Q\J/\ N -COOH
COOH U
H;nta Hdpa H,tpaa

Figure III. 48 : Structure des ligands H;nta et Hdpa et Hjtpaa.

Les études RMN 'H et de luminescence ont montré la formation de complexes de stoechiométrie

métal : ligand 1: 1 et 1 : 2 du ligand dpaa’ avec les lanthanides. De plus, pour I’espéce 1 : 2, la sphére
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de coordination semble varier en fonction du lanthanide utilisé. Ainsi, nous avons mesuré les
constantes de stabilité de ces complexes avec 1’ion Gd(III) et également avec le Tb(IIl). Pour cela, des
solutions 1: 1 Gd: dpaa ([dpaa®] = 4.3 -10* M), 1: 2 Gd: dpaa ([dpaa®] = 4.4:10* M), 1: 1
Tb : dpaa ([dpaa®] = 3.6:10” M) et 1: 2 Tb: dpaa ([dpaa®] = 1.8:10* M) ont été dosées par
potentiométrie (Figure III. 49). La méthode utilisée est identique a celle décrite pour les complexes
avec le ligand Hibpaten. Les données ont pu étre ajustée avec le programme Hyperquad en considérant

les équilibres thermodynamiques suivants :

Ko L +Ln* = [LnL]
Kina L*+[LnL] = [LnL,]*
Kiniin LH* +[LnL] = [LnL(LH)]*  (Ln=Gd, Tb)

Les valeurs des constantes et de pM sont rassemblées dans le tableau ci-dessous.

Ln=Gd Ln=Tb
log KoL 10.6 £0.2 10.4+0.2
log Ky 6.0+0.3 48+0.5

log Kiniin 52+0.4 64+04
pM 12.3 12.7

Tableau III. 11 : Constantes de stabilité des complexes du ligand H;dpaa et pM calculés.

12,00 -
10,00 -
8,00 |

< 6,00 -
4,00 -

L —— Gd(dpaa)
2,00 ~ —— Gd(dpaa)2
dpaa
4 2 6 8

n(OHZ)In(L)

Figure III. 49 : Courbes de titration normalisées (pH =f(non~/ngpaa)) pour des solutions de H3dpaa (0.44
mM)etdel:1et2:1 dpaa: Gd ([dpaa] = 0.44 mM, [Gd*'] = 0.44 et 0.22 mM).

161



Sondes magnétiques

Les complexes [Gd(dpaa)(H,O);] et [Tb(dpaa)(H,O);] sont iso-structuraux en solution et leurs
constantes de formation sont égales. Le diagramme de répartition des espéces obtenues pour une
solution 1: 1 Gd : dpaa’ est représenté Figure III. 50. La formation du complexe 1 : 1 a lieu & partir
de pH = 4. A pH > 8, une nouvelle espéce hydroxo soluble [Gd(dpaa)(OH)] commence a se former.
Les données potentiométriques sont confortées par 1’obtention du polymeére aqua-hydroxo isolé¢ a pH
basique dont la structure cristallographique a été précédemment décrite. De plus, la présence de
complexes de lanthanides hydroxos en solution a pH basique a déja été observée avec des ligands

polyaminocarboxylates.!""

Gd(dpaa
100 (dpaa)
© 1—"LGd
S 801
o
S ]
g 607
(o}
= ]
® 404
£ _
Re]
g 201
< L,HGd LH_,Gd
0 T '\I T T T '/!
3 5 7 9
pH

Figure III. 50 : Steechiométrie Gd : dpaa 1 : 1, distribution des espéces en fonction du pH
(Idpaa] = [Gd*] = 0.43 mM, KCI1 0.1 M, H,0).

A pH = 7, pour un rapport steechiométrique Gd: dpaa égal a 1: 2 et une concentration
[dpaaliwm = 0.22 mM, 1’espéce majoritaire en solution est le complexe tri-anionique [Gd(dpaa),]*” pour
lequel toutes les fonctions carboxylate sont déprotonées (Figure III. 51). En dessous de pH = 7, le
complexe est également sous forme di-anionique [Gd(dpaa)(Hdpaa)]* pour laquelle une des fonctions

acétate du deuxiéme ligand est protonée ; cette espeéce est majoritaire a pH = 4.

Gd(dpaa), Tb(dpaa),

100 100
S [;Gd . L5Tb
© = L;HTb 2N
g 804 £ 801
& L,HGd g
5 60 c 601
& g
S 5
§ 407 2 407
£ €
s 207} Led 1 S i
o AN - © <
T B\ ———————IH76d—, * = = ey

3 5 7 9 3 5 7 9
pH pH

Figure III. 51 : Steechiométrie Ln : dpaa 1 : 2, distribution des espéces en fonction du pH

(A gauche : Ln = Gd ; a droite : Ln = Tb) ([dpaa], = 0.43 mM, [Ln’*] = 0.22 mM, KC1 0.1 M, H,0).
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Un comportement similaire a été déja observé pour des complexes ternaires avec des ligands

76- 78] par exemple G. R. Choppin et ses collaborateurs ont mis en évidence

polyaminocarboxylate.!
I’existence des deux formes du complexe ternaire [M(EDTA)(NTAH)]* et [M(EDTA)(NTA)]* avec
M = Am, Cm et Eu.”! A pH = 7.5, ’espéce hydroxo commence a apparaitre et déplace le deuxiéme
ligand. Que ce soit pour des steechiométries 1: 1 ou 2: 1, ’espéce hydroxo est présente a une
concentration trop faible pour que sa constante de formation soit déterminée précisément.

Un comportement analogue est observé pour les complexes de I’ion Tb(IIl), pour lequel I’espéce

protonée est plus stable, laissant présager qu’un des bras carboxylate au moins n’est pas lié au centre

métallique.

- Complexe avec le ligand H dpaba

Entre pH = 2.5 et pH = 10, quatre pKa du ligand Hsdpaba ont pu étre déterminés. La courbe de dosage
est représentée Figure III. 52. Les équilibres thermodynamiques considérés et les pKa mesurés sont

donnés ci-dessous :

pKa, LH,” + H,O = LH; + H;O"
pKa, LH; + H,O = LHy + HO'
pKa; LH, + H0O = LH* + HO"
pKay LH® + HO = L* + H;O
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pKa; pKa, pKa; pKay
32+0.1 3.83 £0.05 4.83+£0.08 7.13 £0.02

Tableau III. 12 : pKa du ligand H,dpaba (25°C, KC1 0.1 M).

12

10 A

pH

2 — Gd(dpaba)
dpaba

n(OH)/n(L)

Figure 111 52 : Courbes de titration normalisées (pH =f(noy~/ngpana)) pour des solutions de Hg4dpaba (0.42
mM) et de 1 : 1 dpaba : Gd ([dpaba] = 0.38 mM, [Gd*]=0.37 mM).

Les pKa peuvent étre attribués aux différentes fonctions acidobasiques par analogie a ce qui a été
observé pour les ligands Hstpaa et Hidpaa. Les trois acidités les plus fortes sont attribuées aux
fonctions acide carboxylique et le pKa, a I’azote apical. Aux pH considérés, seuls trois des quatre
fonctions carboxylate sont protonées et le dernier pKa n’a pu étre déterminé. Les valeurs des pKa des
deux acides aminés glycine et acide aspartique sont identiques, indiquant que la présence de la chaine
latérale de I’acide aspartique n’a pas d’influence. Ainsi, la valeur du pK,4 déterminée dans le cas du
ligand Hydpaba est trés proche de celle observée pour le ligand Hidpaa. Le troisiéme pKa est attribué a
la protonation de la chaine latérale de ’acide aspartique. La valeur obtenue est 1égerement différente
de celle observée dans le cas de 1’acide aspartique (pKa = 3.86) a cause des effets de coopérativité
entre les deux fonctions acides du ligand. Les pK,; et pK,, correspondent aux protonations des
fonctions picolinate et leurs valeurs sont similaires a celles observées pour le ligand Hsdpaa. La
protonation de I’acide terminale de I’acide aspartique a lieu a des valeurs de pH plus faibles (pKa ~2)
et son pKa n’a pas été déterminé.

% et dpaba®, la constante de

Afin de comparer les propriétés de complexation des deux ligands dpaa
stabilité du complexe [Gd(dpaba)] a également été mesurée par potentiométrie (Figure III. 52). La
formation d’une seule espéce GdL est observée :

Kca L>+Gd** = GdL
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La constante de formation du complexe (log Kga = 12.5(2)) avec le ligand dpaba® est supérieure a
celle observée avec le ligand dpaa® (10.6 (2)), dii a I’augmentation de 1’effet chélate liée a
I’introduction d’une fonction coordinante supplémentaire. Elle est également supérieure a la constante
de formation du complexe neutre [Gd(tpaa)(H,0),] (log Kgq = 10.2(2)), dii a ’augmentation de la
basicit¢ du ligand. La valeur du pGd (pGd = 13.3) indique une stabilit¢ du complexe
[Gd(dpaba)(H,0),] légérement inférieure a celle du complexe [Gd(DO3A(H,0),] (pGd = 15.8) et
similaire a celle du complexe mono-aqua [Gd(bpatcn)(H,O)] (pGd = 13.6).

II.3. Ftude de la relaxivité

Nous avons vu, dans le cas du complexe [Gd(bpatcn)(H,O)] que la détermination rigoureuse et
indépendante de tous les paramétres gouvernant la relaxivité d’un complexe requiert de nombreuses
expériences multi-champs et donc une bonne disponibilité des spectrométres. Afin de s’affranchir de
cette contrainte, une nouvelle méthode simple et directe de détermination des paramétres k., et T a été

développée au laboratoire.

I1.3.1. Nouvelle méthode de détermination rapide de ke et tr

Cette méthode est basée sur 1’étude de la relaxivité pour une seule valeur de champ élevée
(Bo = 100 MHz) en présence de méthanol CH;0D comme sonde de sphére externe. Son avantage
principal réside dans le fait que les paramétres sont déterminés de maniére indépendante de la

relaxation €lectronique.

- Premiérement, la relaxivité des protons CH; du méthanol est mesurée. Comme le méthanol ne
se coordonne pas au centre métallique en présence d’un large excés d’eau, la contribution est
purement de sphére externe (OS). L’équation décrite en introduction pour la description de la

relaxivité longitudinale OS a haut champ peut étre également exprimée a partir de la relaxivité

mixte 70° (o0) a un champ infini (Equation III. 4). Il en est de méme pour la relaxivité

mix ,m

transversale (Equation III. 5).

RO =12 ()= (Ay /Dy ey v, Equation I1L. 4
Fym = mm( )——(/%/ IDMER NP 28 Equation IIL 5

La relaxivité de sphére externe est li¢e aux mouvements de diffusion translationnelle des

protons de la sonde (ou de 1’eau) par rapport au complexe GdL. Elle est indépendante des
phénomeénes dynamiques de rotation de chacune des espéces. Sa dépendance en champ (4/V; )

est liée a la vitesse de relaxation électronique longitudinale 1/T,.. Cependant, nous pouvons

considérer que pour des valeurs de champ suffisamment élevées (B, > 100 MHz), les effets de
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la relaxation électronique sont négligeables. Ainsi, la relaxivité #°° (o0) peut étre déduite,

m]x m

avec une bonne approximation, des valeurs expérimentales selon I’équation suivante :

3 1 3 1
r,ﬁf (00) = E(I’ZOS — EI’IOS) = E(FLO; - EIQOS) Equation III. 6

- Deuxiémement, la relaxivité mixte 7°> (o0)des protons de I’eau est déduite de celle du

mix,w

méthanol par I’équation I11. 7.14¢!

-b
o) =7 (o0 )D””G"L—b’"/m Equation 111 7
w/GdL " “'w/GdL

T (
ou DycaL et bygaL sont respectivement les coefficients de diffusion relatif et les diameétres de
collision des paires x/GdL avec X = m (methanol) ou X = w (water). D’aprés le paragraphe
précédent, le coefficient de diffusion relatif est la somme des coefficients de diffusion absolue
des deux espéces. Ici, le coefficient de diffusion translationnelle du complexe GdL sera estimé
a partir des données de la littérature."™. Les diamétres de collision sont estimés a partir de

modeles moléculaires compacts.

- La troisiéme étape consiste a calculer la relaxivité de sphére externe des protons de 1’eau a

partir de la relaxivité mixte 7 (oo) et du ceefficient de diffusion relatif Dy,Gar.

le LW

= Voix, m( ) (ﬁ’D /D;iédL )\/ v, Equation III. 8
7
rl,onf - 6 mzx m( ) -5 (/ID /D3/GdL )\} 7Z'V1 Equation 111.9

- Dans une quatriéme étape, la relaxivité de sphére interne des protons de 1’eau est simplement

déduite par différence de la contribution de sphére externe a la relaxivité totale.

- Enfin, la derniére étape consiste en I’évaluation des paramétres gouvernant la relaxivité de
sphére interne : q, rgan, Kex, €t Tr. Le nombre de molécule d’eau en premiére sphere de
coordination est déterminé¢ indépendamment par des études de luminescence (§ 11.2.2.).
Comme nous ’avons vu en introduction, la distance rgqy est fixée a 3.1 A. Ainsi, les
paramétres Tr et ke, sont les seuls paramétres ajustables. Il est important de noter que la
détermination de k. est d’autant plus précise que sont influence sur la relaxivité est
importante. Ainsi, cette méthode est particulierement adaptée a 1’étude de complexes a

échanges lents.

166



Sondes magnétiques

L’absence de coordination du méthanol au Gd(IIl) en présence d’un large excés d’eau a souvent été
postulée mais jamais vérifiée. Supposons qu’une interaction avec le métal ait lieu. Les protons CH; du

méthanol sont significativement plus éloignés du centre métallique que ceux de I’eau (O-C = 1.43 A).

Or la contribution de sphére interne (IS) a relaxivité du proton est fonction de de sorte que la

6
Vean

contribution des protons du méthanol a la relaxivité IS serait dix fois inférieure a celle de I’eau. De
plus, la contribution des protons a la relaxivité de sphére externe (OS) est proportionnelle a 1/D.
Comme le méthanol diffuse deux fois plus lentement que les molécules d’eau, sa contribution de
sphére externe est deux fois supérieure a celle de I’eau. Ainsi, dans le cas d’une éventuelle
coordination du CH;0D, sa contribution de sphére interne a la relaxivité totale est au maximum de 2 a

3%.

Nous venons de montrer que la mesure des relaxivités 1, 1, (ou 11,) pour les protons méthyliques du
méthanol et les protons de 1’eau permet non seulement une mesure indépendante des contributions de
sphere externe (OS) et de spheére interne (IS) mais aussi la détermination des parameétres associés (kex
et tr). Cette méthode sera utilisée pour 1’étude des complexes [Gd(dpaa)(H,0);], [Gd(dpaba)(H,O),]
et [Gd(mpatcn)(H,0),].

I1.3.2. Relaxivité des complexes [Gd(dpaa)(H>0)s],
[Gd(dpaa)>(H.0)]* et [Gd(dpaba)(H.0).]

La relaxivit¢ des solutions des complexes [Gd(dpaa)(D,O);], [Gd(dpaa),(D,O)]" et
[Gd(dpaba)(D,0),] dans D,O et en présence de CH;0D a été étudiée a 200 MHz et 25°C. Les temps

de relaxation des protons du méthanol ainsi que la relaxivité mixte associée sont rassemblés dans le

os os . 5 .
Tableau III. 13. Les valeurs r,, ,et r, , sont respectivement obtenues a partir des temps de
: [N 4 os [
relaxation T, et Ty, 7, représente la moyenne des deux valeurs r,, , et 7., . Le temps de

relaxation expérimental des protons CH; en [D’absence de complexe de Gd(III) est

Tl() =943¢s= Tz() = Tlp().
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[Gd(dpaa)(D,0);] [Gd(dpaa),(D,0)]"  [Gd(dpaba)(D;0).]

CoaL (mM) 4.26 4.25 4.23

T, (ms) 72.6 85.6 72.03

T, (ms) 56.9 68.3 56.5

T, (ms) 56.9 67.6 56.6

T, (mM's™) 3.74 3.09 3.80

Py, (mMM's™) 3.74 3.14 3.78
oS -1_-1

r% (mMsh) 3.74 3.12 3.79

Tableau III. 13 : Temps de relaxation expérimentaux et relaxivités mixtes des protons CH;0D d’une
sonde méthanol a 200 MHz et 25°C pour des solutions des complexes [Gd(dpaa)(D,0);],
[Gd(dpaa)z(Dzo)f' et [Gd(dpaba)(D,0),]” dans D,O aux concentrations Cgqy..

Le temps de relaxation des protons HOD de ces mémes solutions a également été mesuré. Les valeurs
expérimentales sont présentées dans le Tableau III. 14. Notons que le temps de relaxation

expérimental des protons HOD en absence d’espéce paramagnétique est Tjo = 12.5 s = Ty = Tp0.

[Gd(dpaa)(D,0)s] [Gd(dpaa),(D,0)]* [Gd(dpaba)(D,0),]

CoaL (mM) 4.26 4.25 423
T, (ms) 19.64 31.91 26.52
T, (ms) 16.42 27.24 22.40
T, (ms) - - 22.57

r (mM™'s™) 11.93 7.36 8.90
r, (mM™'s™) 14.28 8.62 10.53
11, mM's™) - - 10.46

Tableau III. 14 : Temps de relaxation expérimentaux et relaxivités des protons HOD a 200 MHz et 25°C
pour des solutions des complexes [Gd(dpaa)(D,0);], [Gd(dpaa),(D,0)]” et [Gd(dpaba)(D,0),]” dans D,O
aux concentrations Cgqy.

Toutes ces données ont été analysées selon le nouveau protocole détaillé au paragraphe I1.3.1. La
relaxivité mixte a champ infini rngf des protons de I’eau est tout d’abord déduite de celle des protons
du méthanol a partir des coefficients de diffusion relatifs. Ensuite, elle permet d’accéder a la

. . \ [ . \ . . \ : 18
contribution de sphére externe des protons de I’eau 7" puis, a leur contribution de sphére interne 7" .

L’analyse de cette derniere par les équations classiques permet de déterminer les coefficients 1y, et Tg.

Les valeurs des différents paramétres sont rassemblées dans le Tableau III. 15.
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[Gd(dpaa)(D,0)s] [Gd(dpaa),(D,0)]* [Gd(dpaba)(D,0),]
r% (mM's™) 2.84 2.24 2.87
7% (mM's™ 2.53 1.91 2.57
7S (mM!s™) 9.40 5.42 6.33
r (mM's™) 11.12 6.17 7.30
Duca (cm’s™) 1.55 107 1.39 1.55+107
Dyga (cm*s™) 2.27-107 2.11 2.27-107
bm/GdL (A) 61 71 61
bw/GdL (A) 55 65 55
T (11S) 0.05 <71, <0.15 0.45 ~0.23
T (pS) 103 206 105

Tableau III. 15 : Analyse de la relaxivité des protons HOD a 200 MHz et 25°C pour des solutions des
complexes [Gd(dpaa)(D,0);], [Gd(dpaa),(D,0)]* et [Gd(dpaba)(D,0),]” dans D,O : contributions IS et
OS et paramétres associés.

Les relaxivités du complexe [Gd(dpaa),(D,0)]> ont été analysées de maniére similaire a celle réalisée
pour son analogue 1: 1. De plus, le volume du complexe [Gd(dpaa),(D,0)]> est considéré comme
deux fois celui du complexe [Gd(dpaa)(D,0);]. Ainsi, son rayon est égal a 5.1 A, son coefficient de
diffusion est égal a 0.33 *10™ cm”s™ (c'est-a-dire celui du complexe [Gd(dpaa)(D,0)s] divisé par 2'?)
et son temps de corrélation rotationnelle est également deux fois plus grand, soit 206 ps. La relaxivité

A : IS - : r ’ \ . .
de sphére interne 7" indique la présence d’une molécule d’eau dans la sphére de coordination du

complexe. Ce résultat est en accord avec les mesures de luminescence effectuées sur le complexe de
Tb(IIl) et indique que pour ce ligand, la rupture du nombre de coordination a lieu au niveau du
Gd(III). La vitesse d’échange des trois molécules d’ecau dans la sphére de coordination du
[Gd(dpaa)(D,0);] est rapide, en accord avec la grande accessibilité du Gd(III) par les molécules d’eau.
En revanche, le complexe [Gd(dpaa),(D,0)]* est beaucoup plus encombré et le temps de résidence T,

augmente a 0.45 ps.

La structure du ligand dpaba® est trés proche de celle du ligand dpaa®. De ce fait, nous pouvons
considérer que les volumes de leurs complexes de Gd(III) et par conséquence leurs coefficients de
diffusion, sont égaux. Leurs temps de corrélation rotationnelle sont également trés proches (105 ps
pour le [Gd(dpaba)(D,0),] au lieu de 103 ps). La relaxivité de sphére interne rlls est en accord avec
les mesures de luminescence et la présence de deux molécules d’eau dans la sphére de coordination du
complexe. La vitesse d’échange de ces molécules d’eau dans la sphére de coordination reste rapide

mais est environ deux fois plus lente que celle de son analogue [Gd(dpaa)(D,0);].
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La relaxivité longitudinale des complexes en solution dans I’eau légére peut étre calculée en divisant
leur relaxivité mesurée dans D,O par le rapport de viscosité n(D,0)/m(H,O) = 1.24. Elle est égale a
9.62mM™"'s™ 4 200 MHz et 25°C pour le complexe [Gd(dpaa)(H,0)s;], c'est-a-dire 2.5 fois supérieure a
celle des agents de contraste les plus courants. Des mesures en fonction du pH indiquent que la
relaxivité reste constante pour des valeurs de pD comprises entre 5.5 et 7.7 (11.12 mM's™") alors
qu’une valeur inférieure (9.30 mM™'s™) est mesurée en milieu basique (pD = 11.6), en accord avec la
formation d’espéces hydroxo solubles ne comportant que deux molécules d’eau dans leur sphere de
coordination. Celle du complexe [Gd(dpaba)(H,0),] est égale a 7.18 mM's”, soit deux fois

supérieure a celle du complexe [Gd(bpatcn)(H,O)] pour une constante de stabilité analogue.

Afin de vérifier la validit¢ de la méthode utilisée ci-dessus, la vitesse d’échange des complexes
[Gd(dpaa)(H,0);] et [Gd(dpaba)(H,0),]” a également été étudiée par RMN 'O dans 1’eau H,O
enrichie en '’O. Cette méthode est mieux adaptée que la méthode « proton » pour mesurer des temps
de résidence courts (t,, << T¢). Les profils de relaxivité et de déplacement chimique en fonction de la

température sont représentés Figure II1. 53.

[Gd(dpaa)(4,0).] [Gd(dpaba)(H,0),I
158 T T 15, . . . . . §
[
14 _— 1 e
/ //
13t — E 13| —
/ /
a — 8
T 12 L 12
= =
£ =TT
= = -
10+ /---'.""__- | 10! -
____/ B e
,--/—_‘ -
9 — 9 _—
a " 1 i " 1 1 " %
28 29 3 31 32 083 34 35 36 8 20 3 31 32 33 34 35 36
(1000/T) (1000/T)
[Gd(dpaa)H,0);] (Gd(dpaba)(H,0),]
o ' ' ' 0 . . . §
01 -0.1}
0.2 0.2
0.3- 0l
T —~ -04|
g g
e S 05
S o6- / S
g ¢ P § s
- - .-/."
07— 07|
08 o 08|
0e -09;
_1 ; ' ! ! I— il 1 'l L 1 L L
28 28 3 31 32 33 34 35 36 15 20 2 31 32 33 34 35 36

i10001T) (1000/T)

Figure III. 53 : Vitesses de relaxation longitudinales (en rouge), transversales (en bleu) et déplacements
chimiques (en vert) de 1’0 en fonction de la température. A gauche : [Gd(dpaa)(H,0);], a droite :
[Gd(dpaba)(H;0),]".
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Pour chaque solution, I’ajustement simultané des trois courbes permet d’accéder aux différents
parameétres répertoriés dans le Tableau III. 16. Les valeurs en gras ont été fixées aux valeurs reportées

dans la bibliographie.”*"! Les valeurs des paramétres T, et A? sont données a titre indicatif.

[Gd(dpaa)(H,0)s] | [Gd(dpaba)(H,O),]
AH [kJ/mol] 39.1+0.7 41.8+1.6
Kex 222 [10° 5] 2942 122+0.8
E, [kJ/mol] 214+1 22.6+1
= 2% [ps] 78.5+ 1 1049 +5
E, [kJ/mol] 542 6.4+0.2
7, 2 [ps] (1.88) (1.36)
A/h [10° rad/s] 3.8 3.8
Cout 0 0
roao [A] 2.5 2.5
Torw)/ Trow) 1 1
A? 107 s7] (0.37) (0.40)
x(141*?)"? [MHz] 7.58 7.58
q 3 2

Tableau IIl. 16 : Paramétres obtenus par ajustement des mesures RMN 'O pour les complexes
[Gd(dpaa)(H,0);] et [Gd(dpaba)(H,0),]". Les valeurs en gras ont été fixées pendant I’ajustement.

Les paramétres obtenus par I’analyse des données RMN "0 pour le complexe [Gd(dpaa)(H,0);] sont
cohérents avec les données obtenues de maniére indépendante par 1’étude RMN 'H. En effet, une
valeur de tr égale a 103 ps a été¢ déterminée. En tenant compte du rapport des viscosités H,O/D,0,
cette valeur correspond a un temps de corrélation rotationnelle égal a 83 ps dans I’eau légere. Ainsi,
une variation inférieure a 6 % est observée entre les deux méthodes. De méme, 1’étude de la relaxivité
en présence de méthanol a permis d’établir 1’inégalité suivante : 0.05 us < 1, < 0.15 us. Nous avons
vu que la méthode RMN 7O était mieux adaptée a I’étude des échanges rapides. Les données sont en
accord avec un temps de résidence trés court : 0.03 ps.

Pour le complexe [Gd(dpaba)(H,O),], I’analyse des vitesse de relaxation et des déplacements
chimiques de 170 conduit & des valeurs similaires a celles obtenues pour le complexe
[Gd(dpaa)(H,0);]. Les valeurs de I’enthalpie d’activation AH et des énergies d’activation E, et E, sont
trés proches. En outre, le temps de corrélation rotationnelle est légérement supérieur a celui avec le
ligand dpaa®. Ceci est lié a I’augmentation de la taille du complexe. En effet, une estimation grossiére
a partir du rapport des poids moléculaires donnerait une valeur de tr proche de 96 ps.
Expérimentalement, nous obtenons 105 ps. La vitesse d’échange est rapide mais environ deux fois
plus lente que celle du complexe [Gd(dpaa)(H,O);], en adéquation avec ce qui avait été observé par la

mesure de la relaxation des protons a 200 MHz.
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En conclusion, 1’échange des molécules d’eau dans les sphéres de coordination des complexes
[Gd(dpaa)(H,0);] et [Gd(dpaba)(H,O),] est significativement plus rapide que pour les complexes
mono-aqua. Le complexe [Gd(dpaba)(H,O)] posséde une cinétique d’échange de I’eau en premiére
sphére (ke = 12.2:10° ) analogue a celle du complexe [Gd(DO3A)(H,0),] (kex= 11-10°s™). Pour ce
dernier, I’échange de ’eau est 1.4 fois plus rapide que celui observé pour son analogue mono-aqua
[GA(DOTA)(H,0)] (kex = 4.1-10° s™") et un mécanisme dissociatif a été mis en évidence. Cette rapidité
a été corrélée a ’existence d’un équilibre dynamique entre les deux espéces [Gd(DO3A)(H,0)] et
[GA(DO3A)(H,0),] associ¢ a une faible différence d’énergie entre les deux structures. L.’augmentation
de la vitesse d’échange est toutefois limitée par le caractére neutre du complexe. La présence d’un
équilibre de solvatation a également été envisagée pour le complexe [Gd(tpaa)(H,0),] pour lequel un
mécanisme associatif, associé¢ a un état de transition déca-coordiné avait été postulé. Le complexe de
Gd(III) avec le ligand PCTA-[12]" donne également licu a une vitesse d’échange analogue (ke =
14-10° s et 2 un mécanisme associatif.*"! Au vu de ces exemples, les deux mécanismes pourraient
étre envisagés pour expliquer la vitesse d’échange des complexes[Gd(dpaba)(H,O),]” et

[Gd(dpaa)(H,0)s].

La relaxation longitudinale des protons des solutions de complexes [Gd(dpaa)(H,O);] et
[Gd(dpaba)(H,0),]" dans H,O a également ét¢ mesurée a bas champ. Les profils NMRD sont
représentés Figure I11. 54.

6d(dpaa) 6d(dpaba)
20 15,
..o Soaste T o0g
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Figure III. 54 : Profils expérimentaux de la relaxivité des protons H,O pour les solutions des complexes
[Gd(dpaa)(H,0);] et [Gd(dpaba)(H,0),] dans H,0.

La relaxivité du complexe [Gd(dpaa)(H,0)] est égale 4 9.3 mM's" a 20 MHz et 25°C. Une relaxivité

plus faible avait été observée pour le complexe [Gd(EDTA)(H,0);] de taille inférieure (7.15 mM™'s™,

20 MHz, 40°C). K. Raymond et ses collaborateurs ont récemment développé deux nouveaux
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complexes avec des ligands de la famille HOPO possédant 3 molécules d’eau en sphére interne. Des
relaxivités de I’ordre de 13 mM™'s™ (20 MHz, 25°C) ont été mesurées.™ Ces valeurs s’expliquent en
partie par une corrélation des complexes ralentie par rapport a celle du complexe [Gd(dpaa)(H,0);] :
Tr~150 ps au lieu de 79 ps pour le complexe avec le ligand tpaa®.

La relaxivité du complexe [Gd(dpaba)(H,0),] est égale & 7.2 mM''s" a 20 MHz et 25°C. Elle est
intermédiaire entre celle du complexe [Gd(DO3A)(H,0),] (6.0 mM™ s™ & 20 MHz et 25°C) et celle du
complexe avec le ligand TREN-Me-3,2-HOPO (10.5 mM™' s a 20 MHz et 37°C) (Figure I1I. 36).5”
Pour chacun des systémes, le rapport de la relaxivité a bas champ (0.1 MHz) sur celle a champ moyen
(30-35 MHz) est en accord avec une relaxation électronique « classique » a bas champ, c'est-a-dire

intermédiaire entre celles des complexes [Gd(DTPA)(H,0)]* et [Gd(DOTA)(H,0)].

I1.3.3. Relaxivité du complexe [Gd(mpatcn)(H;0):]

Afin d’¢étudier I’influence de 1’architecture de la plateforme 1,4,7-triazacyclononane par rapport au
pivot amine centrale, nous avons également étudié les propriétés de relaxivité du complexe de

[Gd(mpatcn)(H ,0),].

La relaxivité des protons HOD d’une solution de complexe [Gd(mpatcn)(D,0),] a 45 MHz et 25°C est
en accord avec la présence de deux molécules d’eau en premiere sphére de coordination. Ce résultat

vient conforter le résultat des mesures de luminescence sur les complexes d’Eu(Ill) et de Tb(III).

[Gd(mpaten)(D,0),]
CGdL (mM) 4.18
T; (ms) 33.30
T, (ms) 28.05
r; (mM's™) 7.16
r, mM's™) 8.51

Tableau III. 17 : Relaxivités longitudinales et transversales du complexe [Gd(mpatcn)(D,0),] dans D,O
a 45 MHz et 25°C.

Le profil NMRD de la méme solution de complexe [Gd(mpatcn)(D,0),] a également été mesuré a
25°C (Figure II1. 55). Le rapport des relaxivités a 0.1 MHz et a 35 MHz vaut 1.7, a comparer avec 1.9
pour le complexe avec le ligand bpatcn® et a 1.8 pour celui avec le ligand dpaba®, indiquant que les

trois complexes possédent une relaxation électronique similaire a bas champ.
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Figure III. 55 : Profil expérimental de la relaxivité des protons HOD pour une solution de complexe
[Gd(mpatcn)(D,0),] dans D,O.

De mani¢re similaire aux complexes présentés ci-dessus, la relaxivité du complexe

[Gd(mpatcn)(D,0),] a été étudiée a 200 MHz et 25°C dans D,0O et en présence de CH;0D. Les temps

de relaxation des protons du méthanol ainsi que la relaxivité mixte associée sont rassemblées dans le
Tableau III. 18.

[Gd(mpatcn)(D,0),]

Cgar (mM) 3.79
Ti (s) 111.4

T, (s) 87.3

Tip (s) 87.0
oy, (mM's™) 273
r,g;j,lp (mM's™) 2.75
ro8 (mM's™) 2.74

Tableau III. 18 : Temps de relaxation expérimentaux et relaxivités mixtes des protons CH;0D d’une

sonde méthanol a 200 MHz et 25°C pour le complexe [Gd(mpatcn)(D,0),] dans D,O a la concentration
Cagar-

Le temps de relaxation des protons HOD a également été mesuré. Les valeurs expérimentales sont

présentées dans le Tableau I11. 14.
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[Gd(mpatcn)(D,0),]

Cgar (mM) 3.79
T, (s) 35.80

T, (s) 29.19
Tip (5) 29.68

r; (mM™'s™) 7.35
r, (mM"'s™) 9.02
1, (mM™'s™) 8 .87

Tableau III. 19 : Temps de relaxation expérimentaux et relaxivités mixtes des protons HOD a 200 MHz et
25°C pour le complexe [Gd(mpatcn)(D,0),] dans D,O a la concentration Cggqy.

Les valeurs des paramétres obtenus apres analyse sont rassemblées ci-dessous (Tableau I11. 20).

[Gd(mpatcn)(D,0);]
ro mM's™) 2.08
7 (mM'sT) 1.77
7 (mM's™) 5.57
rP (mM's™) 6.66
Dyyca (cm’s™) 1.5510°
Dyga (cm*s™) 2.27-107
bm/GdL (4) 6.1
bw/GdL (A) 5.5
T (US) 0.63
TR (PS) 103

Tableau III. 20 : Analyse de la relaxivité du complexe [Gd(mpatcn)(D,0),] (HOD, 200 MHz, 25°C) :
contributions IS et OS et paramétres associés.

Encore une fois, les paramétres décrivant la diffusion du complexe sont considérés égaux a ceux
utilisés pour le complexe [Gd(dpaa)(D,0);]. Le coefficient de corrélation rotationnelle est identique
(103 ps). En revanche, la vitesse d’échange de I’eau est plus lente que celle du complexe
[Gd(dpaba)(H,0),] (kex = 1.6-10° s™) mais reste environ 2.5 fois celle de I’analogue mono-aqua
[Gd(bpaten)(H20)] (kex
[GA(DO3A)(H,0),] (kex = 11-10° s™) est 1.4 fois plus rapide que celle de son analogue nona-coordiné
[GA(DOTA)(H,0)] (kex = 4.5+10° s).1%%

0.6'10° s™). De maniére similaire, la vitesse d’échange du complexe

D’aprés les exemples étudiés, il semblerait que la plateforme triazacyclononane, quand elle est

substituée par des groupements acétate ou picolinate ne conduise pas a des complexes a échange d’eau
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rapide. La détermination des mécanismes d’échange pourrait permettre d’expliquer les différences de

vitesses observées.

La relaxivité du complexe [Gd(mpatcn)(H,0),] dans ’eau 1égére est r; = 5.92 mM™' s a 200 MHz et
25°C. Pour comparaison, la relaxivité du [Gd(DO3A)(H,0),] est égale & 6.0 mM™ s a 20 MHz et
25°C.

I1.3.4. Interactions avec les anions endogénes

Afin de mieux comprendre la relation entre la structure du complexe et la formation de complexes
ternaires, nous avons étudié ’interaction des complexes [Gd(dpaa)(H,O);], [Gd(dpaba)(H,O),] et
[Gd(mpatcn)(H,0),] avec plusieurs anions présents dans le milieu extracellulaire (Figure III. 56). Pour
ce faire, les temps de relaxation longitudinaux des protons de 1’eau ont été mesurés pour des solutions
de complexe dans D,0O, en présence de 200 équivalents d’anions. Les valeurs de relaxivité

correspondantes sont reportées dans le Tableau III. 21.

[Gd(dpaa)(D,0);]  [Gd(dpaba)(D,O),]” [Gd(mpatcn)(D,0),]

. I Ar; I Ar; I Ar;
anion mM's)  @mM's") @mM's) @mM's") mM's) mMm!'sh
- 11.64 - 8.80 - 7.29 -
acétate 9.19 -2.45 - - - -
lactate 8.24 -3.40 5.78 -3.02 3.99 -3.30
biphosphate 7.75 -3.89 - - - -
bicarbonate 6.30 -5.34 3.03 -5.77 2.61 -4.68
oxalate 6.15 -5.49 - - 2.57 -4.72
citrate 2.87 -8.77 6.00 -2.8 3.87 -3.4

Tableau III. 21 : Relaxivité longitudinale des complexes dans D,O en présence de 200 équivalents d’anions
et différences de relaxivité Ar; = ryavec anion — Fi,sans anion 3 pD ~7.4, 25°C et 200 MHz : [GdL] = 3 mM,
[anion] = 0.6 M avec L = dpaa®, dpaba* et mpatcn®.

acétate lactate  carbonate oxalate phosphate citrate

Figure III. 56 : Anions étudiés et leur mode de liaison avec les lanthanides. D’aprés la référence 54,

Complexe [Gd(dpaa)(H,0)s]

Une diminution significative de la relaxivité du complexe [Gd(dpaa)(H,O);] est observée avec chaque

anion, indiquant le déplacement d’une ou plusieurs molécules d’eau. Une analyse plus détaillée des

données peut étre réalisée en tenant compte des résultats obtenus par I’analyse de la relaxivité a haut

champ. Les contributions de sphére externe et interne sont respectivement 7’105= 2.53 mM's? et
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r115= 9.40 mM's™, soit 3.13 mM's" par molécule d’eau en premiére sphére. De plus, les anions
endogenes étant de petite taille par rapport au complexe [Gd(dpaa)], nous considérerons en premicre
approximation que la dynamique du complexe ternaire est identique a celle du complexe libre. Nous
considérerons également, pour une premicre approximation que la contribution des protons
échangeable sur les anions (en particulier pour le lactate et le citrate) sont négligeables. Ainsi, les

relaxivités théoriques des adduits peuvent €tre calculés a partir de la formule suivante :
pM =253+q" x3.13  [mM's'] Equation IIL. 10

ot ¢ est le nombre de molécules d’eau dans la sphére de coordination du complexe ternaire.

Des relaxivités égales a 2.5, 5.7, 8.8 sont attendues pour des valeurs de q égales 4 0, 1 et 2. Cela
suggere que les trois molécules d’eau sont déplacées par le citrate, deux par les ions bicarbonate et
oxalate et une seule par 1’acétate le biphosphate et le lactate. Excepté le cas du citrate, la relaxivité
reste élevée (> 6 mM's™). De plus, pour une solution équimolaire de complexe et de citrate, une

relaxivité élevée (7.9 mM's™) a été mesurée.

La constante apparente de formation des complexes ternaires peut étre déduite de la variation de la

relaxivité moyenne des espéces en solution en fonction de la concentration en anion. Considérons

I’équilibre de formation du complexe ternaire : GAL + A = GdLA. La relaxivit¢é moyenne 7; peut étre

déterminée par la relation suivante :

n=————n

Equation III. 11
CGd

— [caL], ( f)+(1 [GdL]eq] e

Gd

avec Cgq, la concentration totale en ions Gd(III), [GdL]., la concentration de complexe a 1’équilibre,
1Y 1a relaxivité du complexe libre et 7 la relaxivité de 1’adduit.

La relaxivité du complexe [Gd(dpaa)] a été mesurée a différentes concentration de bicarbonate et de
citrate. L’analyse des courbes ci-dessous a permis de déterminer les relaxivités rl(b) et les constantes

de formation associées : rl(b)= 27 mM's', log K, ~3.7 pour le citrate a pD = 7.6 et

rl(b) =535mM"'s™, log K,~1.8 pour le bicarbonate a pD = 7.4.
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Figure III. 57 : Titration du complexe [Gd(dpaa)(H,0);] : mesure de la relaxivité a 200 MHz et 25°C en
fonction de la concentration en anion. A gauche : citrate de potassium, pD =7.6 ; a droite : KHCO;,
pD=74.

Les constantes de formation réelles des adduits peuvent étre calculées a partir des constantes de
formation apparentes en tenant compte des différents états de protonation des anions (Equation III.

12).

K=K,(1+ [H+]+ [H+]2 Equation III. 12
K K K,

al

La constante d’affinité pour le bicarbonate est comparable a celle du complexe [Gd(DO3A)(H,0),]
(log K = 4.7 au lieu de 4.8). Pour le citrate, I’interaction est comparable a celle avec le

[Gd(EDTA)(H,0);] (log K = 3.7 au lieu de 3.56)."

Complexes [Gd(dpaba)(H,0),] et [Gd(mpatcn)(H,0),]

Comme dans le cas du complexe [Gd(dpaa)(H,0);], I’ajout de 200 équivalents d’ion lactate conduit au

déplacement d’une molécule d’eau dans la sphére de coordination des complexes et 1’ajout de 200
équivalents de bicarbonate conduit au déplacement des deux molécules d’eau de sorte que seule la
contribution de sphére externe est observée. Ainsi, aucune influence de la charge ou de 1’architecture
du ligand (amine tertiaire versus plateforme triazacyclononane) n’est observée. Notons que 1’équipe de
K. Raymond n’avait pas observé d’influence de la charge pour la coordination des oxoanions avec les
ligands de type TREN-HOPO : aucune diminution n’est observée pour le complexe chargé
négativement, tout comme pour celui chargé positivement.[*

En revanche, une différence notoire est observée en présence de 1’ajout de 200 équivalents de citrate.
Pour les complexes [Gd(dpaba)(H,0),] et [Gd(mpatcn)(H,0),], une faible diminution de la relaxivité
est observée, en accord avec le déplacement d’une molécule d’ecau. De méme, une seule molécule
d’eau est déplacée dans le cas du complexe [Gd(DO3A)(H,0),]. L’affinité importante du citrate pour
le complexe tris-aqua est probablement liée a la formation d’un complexe ternaire dans lequel le

citrate serait li¢ de maniére tridente avec un effet chélate important.
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I1.3.5. Interaction avec I'albumine sérique

L’albumine sérique est la protéine la plus abondante dans le plasma. Sa concentration est de 4.5 % m/v
soit 0.68 mM. Du fait de sa similarité, 1’albumine de sérum de beeuf (Bovin Serum Albumin ou BSA)
est souvent utilisée comme modele de I’albumine de sérum humain. C’est une macromolécule de
poids moléculaire 66.4 kDa, présente sous sa forme N a pH physiologique (4.3 < pH < 8) (Figure III.
58). Elle est formée d’un enchainement de 606 acides aminés. Entre autres, trois unités tryptophane

(Trp) peuvent étre a I’origine d’interaction de type hydrophobe avec les ligands.

résidus
/ acides o
r I T OH
N 2
résidus Trp
basiques
OH o] 0
OM)J\OH ° OH
NH, OH NH,
Glu Asp

Figure III. 58 : Représentation schématique de la BSA dans sa forme N et des résidus Trp, Glu et Asp.

Comme nous 1I’avons vu en introduction, ces interactions ont été mises a profit pour le développement
d’agents de contraste pour I’angiographie (comme le MS-325).1%%! Ep effet, la formation d’un adduit
macromoléculaire permet de ralentir la rotation du complexe et par conséquent, d’augmenter sa
relaxivité (Figure III. 58).!""* De plus, 99 résidus possédent une chaine latérale anionique (glutamine
ou Glu, asparagine ou Asp) et sont susceptibles d’interagir avec le centre Gd(III). Cette interaction
conduit au déplacement d’une ou plusieurs molécules d’eau liées au métal. Il en résulte donc deux
effets opposés: une augmentation du temps de corrélation rotationnelle tg, favorable a une
augmentation de la relaxivité mais aussi une diminution de 1’hydratation du complexe, défavorable.
De plus, il est tout a fait envisageable que la surface accidentée de la protéine géne 1’acces des
molécules d’eau au Gd(III). Cela se traduit par un ralentissement de la vitesse d’échange des
molécules d’eau dans la premiére sphére de coordination. La formation de complexes ternaires avec
I’albumine n’a pas été observée pour les complexes possédant une seule molécule d’eau dans leur
sphére de coordination."! En revanche, ce mode d’interaction ne peut étre exclu lorsque la solvatation
du complexe est plus importante (q > 2). Par exemple, pour deux complexes analogues au
[GA(DO3A)(H,0),], S. Aime et ses collaborateurs ont mis en évidence le déplacement des deux
molécules d’eau en sphére interne par la mesure du nombre d’hydratation en présence de protéines.™”

Ce résultat a été interprété par la coordination des fonctions carboxylate au centre métallique.
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Complexe

Bsa ternaire

Interaction
hydrophobe

Figure III. 59 : Représentation schématique des différents modes d’interaction avec la BSA.

Tous les ligands étudiés ici possédent des groupements pyridines hydrophobes et certains possédent
deux voire trois molécules d’eau dans leur premiére sphére de coordination. Ces deux facteurs nous
ont incité a explorer I’interaction des complexes avec une albumine sérique. L’albumine de sérum de

beeuf (BSA, Fraction V, Aldrich) sera utilisée.

En tant qu’expérience préliminaire, les profils NMRD des solutions de complexe en présence de
4.5% m/v de BSA ont été comparés aux profils en solution aqueuse. Nous avons vu en introduction
que la formation d’un adduit macromoléculaire, se traduit en général par la présence d’un maximum
aux alentours de 30 a 60 MHz. La comparaison des deux profils devrait ainsi nous permettre
d’effectuer une premicre interprétation qualitative de I’interaction avec la protéine. Plusieurs causes

peuvent étre attribuées a 1’absence de maximum :

1) aucune interaction n’a lieu ou celle-ci est trés faible
ii) I’interaction de la protéine déplace toutes les molécules d’eau de sphére interne ;
1ii) la vitesse d’échange des molécules d’eau en premicre sphére de 1’adduit est lente et limite

la relaxivité™!
iv) la présence de mouvements de rotation intramoléculaires empéche le ralentissement global

de la rotation de la macromolécule.™®

Les profils des différents complexes sont présentés Figure II1. 60.
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Figure IIL 60 : Profils NMRD de solutions de complexes de Gd(IIT) dans H,O avec les différents ligands
(Cgq ~0.25 mM) en absence ( » ) et en présence de BSA (4.5% m/v soit ~ 0.68 mM) : dans H,O pure a
pH =7.4 (*) et dans le tampon PBS (pH=7.4) (o ).

Pour tous les complexes, I’ajout de la protéine conduit & une augmentation significative de la relaxivité
quel que soit le champ. Cette augmentation est fort probablement liée a la formation d’un adduit
macromoléculaire dont le temps de corrélation rotationnelle est lent.

Toutefois, deux autres facteurs pourraient donner lieu a une augmentation de la relaxivité. Tout
d’abord, il faut vérifier que, aux concentrations utilisées, la viscosité de la solution n’est pas altérée par
la présence de la protéine. De plus certains auteurs ont évoqué une augmentation de la relaxivité due a
la présence d’une seconde sphére d’hydratation au niveau de la protéine.™’ Nous allons montrer que
ces deux hypothéses sont insuffisantes pour expliquer les relaxivités obtenues.

La contribution diamagnétique d’une solution 4.5% m/v de protéine a été mesurée. Elle peut étre
considérée égale a celle de I’eau (R, = 0.4 s™). De plus, le coefficient d’autodiffusion de ’eau en
présence de protéine a également été mesuré (D = 2.01:107 cm? s™). Ce résultat est en accord avec les
valeurs précédemment reportées dans la littérature.”” Le coefficient mesuré est trés peu différent de
celui de I’eau pure (2.5 *10”° cm? s™') et indique un faible ralentissement des molécules d’eau en
présence de la protéine. Nous pouvons donc considérer que la viscosité n’est pas affectée par la
présence de BSA 4.5% m/v. Enfin, les contributions de sphére externe et de seconde sphére peuvent
étre estimées par la mesure de la relaxivité d’un complexe analogue ne possédant pas de molécules

d’eau dans sa sphére de coordination. Pour cela, la relaxivité du complexe [Gd(tpatcn)] a été mesurée
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en présence de BSA 4.5%. Le profil NMRD est représenté Figure III. 61. Sa relaxivité augmente en
présence de BSA. Cependant, I’accroissement reste au moins deux fois inférieur a ce qui a été observé

avec les autres complexes.

Gd(tpatcn)

25+

204

r1/mM7's™

®eccccsccseg,,,
i oo
] * ®eo

3 L Y
* [ X
4 o0

T T R Raal T
0,01 0,1 1 10 100

Proton Larmor Frequency/MHz

Figure III. 61 : Profils NMRD de solutions du complexe [Gd(tpatcn)] (Cgq ~ 0.25 mM dans H,0) en
absence (¢ ) et en présence de BSA (4.5% m/v soit ~ 0.68 mM) : dans H,O a pH="7.4 (»).

En conclusion, une interaction favorable a lieu entre les complexes mono-aqua et la protéine. Celle-ci
conduit a une augmentation de la relaxivité a 20 MHz de 66 % pour le complexe [Gd(bpatcn)(H,0)].
Cependant, une diminution de la relaxivité est observée aux champs moyens (10 - 30 MHz), en accord
avec la vitesse d’échange lente des molécules d’eau en premicre sphére de coordination. Les
complexes [Gd(bpatcn)(H,O)] et [Gd(ebpatcn)(H,O)] ayant des structures trés proches, nous pouvons
considérer en premicre approximation, que leurs affinités sont similaires. Toutefois, une augmentation
de 100% de la relaxivité a 20 MHz du deuxiéme complexe est observée en présence de BSA. De plus,
cette augmentation est associée a la présence d’une augmentation de la relaxivité entre 20 et 30MHz.
Ce résultat est en accord avec la vitesse d’échange rapide des molécules d’eau dans la sphére de
coordination du complexe [Gd(ebpatcn)(H,O)]. Une augmentation importante est observée dans le cas
du complexe [Gd(pbpaten)(H,0)] dont la relaxivité en présence de BSA est égale a 11.5 mM's™.
Pour comparaison, des relaxivité comprises entre 10 et 20 mM™'s™ ont été obtenues par K. Raymond et

ses collaborateurs pour les complexes de Gd(III) avec les ligands dérivés du TREN-Me-3,2-HOPO."!

Méme lorsque le nombre d’hydratation est supérieur ou égal a deux, la présence de la protéine
n’entraine pas une extinction de la relaxivité de nos complexes. Ceci semble indiquer qu’une fois liés
a la BSA, ils conservent au moins une molécule d’eau dans leur premiére sphére de coordination.
Notamment, la relaxivité a 20 MHz du complexe [Gd(dpaba)(H,O)] est plus que doublée en présence
de BSA. Une augmentation plus faible est observée pour le complexe [Gd(mpatcn)(H,O)] dont la

vitesse d’échange de 1’eau en sphére interne est plus lente. Pour le complexe [Gd(dpaa)(H,O)s],

182



Sondes magnétiques

I’augmentation de la relaxivité en présence d’une solution aqueuse de BSA est faible et indique un
possible remplacement des molécules d’eau dans la sphére de coordination du complexe. Cependant,
sa relaxivité est doublée en présence de tampon phosphate PBS. Une étude détaillée de I’affinité du
complexe [Gd(dpaa)(H,O);] pour la protéine dans 1’eau a pH ~7.4 a été réalisée. Elle est présentée ci-

dessous.

Dans I’hypothése d’une interaction mono-site, I’équilibre de formation de 1’adduit GAL-BSA s’écrit de

la maniere suivante : GdL + BSA = GdL-BSA. La relaxivité moyenne Z est obtenue par I’Equation

III. 13 utilisée précédemment pour I’étude de la coordination des anions ou ri('f ) et rl.(b) (1=1,2) sont

respectivement les relaxivités du complexe libre et de I’adduit GdL-BSA.

— |GdL : GdL
r :[ ]eq ri(nJ{l_QJ P (i=12) Equation III. 13

CGd Gd

Plusieurs déterminations de la constante d’affinité d’un complexe pour la BSA (ou la HSA) ont été

[91-94 (b

reportées dans la littérature.”'™ Classiquement, la constante d’affinité et la relaxivité n ) sont

obtenues par ajustement des relaxivités mesurées pour des solutions de complexe GdL en présence de

concentrations croissantes en BSA. Une telle titration a été réalisée a 25°C et 60 MHz soit environ
1.5 T. Les relaxivités moyennes (longitudinale 7; et transversale 7, ) ont été mesurées. La courbe de

dosage est représentée Figure III. 61.
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Figure II1. 62 : Titration du complexe [Gd(dpaa)(H,0);] par des concentrations croissantes de BSA.
Relaxivités longitudinale r; et transversale r, dans H,O, 60 MHz, 25°C : expérimentales (O et @) et
calculées pour ngs, =2,4,10,20 (___,---).
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Un tel profil de relaxivité peut étre ajusté indifféremment par plusieurs de parametres K, et rl.(b) > une

constante faible associée a une forte relaxivité de 1’adduit ou une constante plus forte et une relaxivité
inférieure. De plus, dans le cas d’interactions hydrophobes, plusieurs sites de liaison des complexes a
la BSA ont été identifiés.™ Du fait du grand nombre de résidus acides, plusieurs modes d’interaction
sont également envisageables pour la formation de complexes ternaires. Ce phénomene est donc tres

complexe et ne peut étre interprété a la lumiere des seules mesures de relaxivité.

Une forte relaxivité du complexe macromoléculaire ne peut étre envisagé que dans le cas d’une
interaction de type hydrophobe pour laquelle la sphére de coordination du complexe n’est pas affectée.
La détermination du nombre de molécules d’eau dans la sphére de coordination de I’adduit GAL-BSA
devrait permettre de discriminer les deux types d’interaction (hydrophobe ou coordination au centre

métallique). Le nombre d’hydratation moyen g d’une solution de complexe en présence de BSA est,

de maniére similaire a la relaxivité, donné par la relation suivante :

5 _ [GdL]eq g + (1 _ %]q(“ Equation III. 14

Gd CGd
avec q(f) et q(b) les nombres d’hydratation du complexe GdL et de son adduit avec la BSA. Ainsi, la

valeur de q(b) peut étre déterminée a partir de la mesure de ¢ pour des quantités connues de BSA et
de complexe.

Le temps de vie de luminescence de deux solutions de [Tb(dpaa)] 4 mM en présence de BSA 12 %
m/v dans H,O et dans D,O ont été mesurés. Les valeurs obtenues (T = 10.04(3) et Tpyo = 1.63(2))
sont en accord avec un nombre d’hydratation moyen g = 1.54 £ 0.2. Le nombre de molécules d’eau

dans la premicre sphére de coordination du complexe libre a été¢ déterminé au paragraphe 11.2.2. Nous

() _

avions obtenu ¢ 3.1 £ 0.2. La valeur obtenue en présence de BSA est inférieure a 2 et est

compatible avec la présence de 0 ou de 1 molécule d’eau dans la sphere de coordination de 1’adduit. Si

nous considérons que tous les adduits ont des structures identiques, c'est-a-dire que tous les sites de
liaisons sont équivalents, nous déduisons : q(b)= 0 ou q(b)= 1. Les deux hypothéses vont étre
envisagées et confrontées avec les mesures de relaxivité. Nous considérerons ici que la protéine
posséde n sites de liaisons équivalents, suffisamment distants pour que le complexe puisse se lier de
maniére indépendante. De cette fagon, plusieurs complexes (1 < p < n complexes) peuvent se lier sur p

des n sites de la macromolécule pour former I’adduit (GdL),-BSA. Soit k la constante d’équilibre par

site :

[(GaL), - BsA]
(GdL), , — BSA|BSA]

Equation III. 15
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La constante successive de formation K, et la constante globale de formation f3, sont obtenues par les

relations suivantes :

_n—p+1
P

K

» ketp,=KK,.K, Equation III. 16

1"cas: ¢™=1

Ce cas correspond au déplacement de deux molécules d’eau par les carboxylates des chaines Asp ou

(b) (f)

Glu. Les valeurs ¢ étant fixées, les équations III. 15 et III. 16 permettent d’obtenir les

et g
constantes de formation par site (k), pour des valeurs de n choisies. Les valeurs calculées pour un

nombre de site (n) égal a 2, 4, 10 et 20 sont représentées dans le Tableau III. 22.

n ‘ 2 4 10 20
k(Lmol'l)‘ 1300 360 110 50

Tableau III. 22 : Interaction du complexe [Gd(dpaa] avec la BSA : constante de formation par site k pour
n sites de liaison équivalents.

Les constantes de formation par site diminuent lorsque le nombre de site augmente. Pour n = 20, la
constante k est de I’ordre de 50, en accord avec la constante d’affinité du complexe [Gd(dpaa)(H,0);]
avec les oxyanions. Les constantes étant connues, 1’équation IIl. 13 permet alors d’accéder, sans

. e, , . ., b .
ajustement, aux valeurs de relaxivit¢ de [’espéce lice r® i = 1,2). Nous obtenons :

1

rl(b) =132mM’'s" et rz(b) =228 mM’s" a 60 MHz et 25°C. Les courbes de titration théoriques

calculées avec ces valeurs, pour les quatre valeurs n = 2, 4, 10 et 20 sont représentées Figure III. 62.
L’accord avec I’expérience augmente significativement lorsque le nombre de site n augmente. La
relaxivité totale de 1’adduit macromoléculaire peut E&tre considérée comme la somme d’une
contribution de sphére externe (identique a celle du complexe libre) et d’une contribution de sphére
interne. L’analyse de la contribution de sphére interne permet d’accéder aux paramétres dynamiques
de I’adduit. Le temps de corrélation rotationnelle est fixé a la valeur donnée par la diffusion
rotationnelle de la sphére de volume égal a celui de la BSA dont la densité est supposée égale a 1 g
em” : 1g = 9.3 ns.””! Le temps de résidence 1, est le seul paramétre ajustable. Une valeur égale a 0.8
us est obtenue, intermédiaire entre celle reportée dans la littérature par P. Caravan et ses collaborateurs

pour les adduits avec le complexe MS-325 et son analogue octodentate.** %!

2iéme

cas : q(b) =0

Cette deuxiéme situation est également compatible avec un nombre de molécule d’eau moyen

q = 1.54 £ 0.2. La relaxivité du complexe li€¢ ne peut étre interprétée uniquement par un mécanisme de

sphére externe : les relaxivités mesurées en présence de BSA (r; > 10 mM™'s™) sont beaucoup trop
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importantes (voir Figure III. 62). Un mécanisme de deuxiéme sphére doit donc étre envisagé." 7
Nous avons vu en introduction que le mécanisme de seconde sphére pouvait étre décrit, en premicre
approximation, de maniére analogue au mécanisme de sphére interne. Néanmoins, le temps de
corrélation du mécanisme de seconde sphére 1’ est bien plus court que tr. En considérant le temps de
résidence des molécules d’eau 1’ dans la seconde sphére de coordination inférieur & 100 ps,”™ nous
obtenons un rapport 1o/r; égal a 15%. Cette propriété est incompatible avec les données expérimentales

pour lesquelles se rapport est de 1’ordre de 60%. Cette deuxieme hypothése est donc rejetée.

En conclusion de cette étude, les données de luminescence et de relaxivité ont pu étre interprétées
simultanément par la formation d’un adduit macromoléculaire entre le complexe [Gd(dpaa)(H,0);] et

la BSA possédant une molécule d’eau dans sa sphére de coordination et dont la relaxivité

(rl(b)= 13.2 mM's™) est limitée par la vitesse d’échange de 1’eau en premiére sphére. La relaxivité

supérieure des complexes [Gd(dpaba)(H,0),]" et [Gd(mpatcn)(H,0),] en présence de BSA pourrait
soit indiquer la présence de deux molécules d’eau dans la sphére de coordination de I’adduit, soit une
vitesse d’échange de I’eau en premicre sphére plus rapide, ou encore une meilleure affinité de la
protéine pour le complexe. Aussi, nous avons vu au paragraphe précédent que la présence d’ion
phosphate (tampon PBS) conduit au déplacement d’une molécule d’eau dans la sphere de coordination
du complexe. Cependant, ’accroissement de la relaxivité du complexe [Gd(dpaa)(H,O);] est
nettement supérieur en présence de tampon phosphate (PBS) que dans I’eau pure et est similaire a
celui observé pour son analogue [Gd(dpaba)(H,O)]. De ce fait, nous pourrions envisager que la
coordination privilégiée du phosphate au centre métallique défavorise le déplacement des molécules
d’eau par la protéine. Des études similaires a celles effectuées pour le complexe dans 1’eau mais
réalisés cette fois-ci en tampon phosphate devraient permettre de valider ces hypothéses. Nous
pourrions également invoquer que la conformation de la protéine est mieux adaptée en présence d’ions

phosphates.

I1.3.6. Relaxivité dans le sérum

Lors de leur utilisation en pratique clinique, nous avons vu que les agents de contraste diffusent du
sang vers le liquide interstitiel. Celui-ci a une composition proche du plasma sanguin : il est composé
majoritairement d’ions, de sels inorganiques (Na®, CI', K*, PO, Mg*", Ca*", SO,”...), d’anions
organiques et de protéines plasmatiques (dont 50 % d’albumine). Ainsi, la mesure de relaxivité dans le
sérum permet une premiére évaluation du comportement du complexe en milieu physiologique. Du
plasma bovin a été utilisé. Sa composition est proche de celle du plasma humain. Les principaux

anions endogenes et leurs concentrations sont présentés dans le Tableau I11. 23.
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anion ‘ lactate carbonate phosphate citrate

[ 1 (mM) ‘ 23 30 0.9 0.13

Tableau III. 23 : Teneur en anions dans le plasma humain.

Les temps de relaxation des protons de 1’eau ont été mesurés a 45 MHz pour des solutions aqueuses de
complexe et pour des solutions dans le sérum bovin (Invitrogen, origine Nouvelle-Z¢élande) de
concentration connues. La contribution diamagnétique du sérum est égale & 0.8 s”. Les relaxivités

associées sont récapitulées dans le Tableau II1. 24.

[Gd(dpaa)(H,0);] [Gd(dpaba)(H,O),] [Gd(mpatcn)(H,0),]
CaaL 0.199 0.200 0.196
T, (ms) 235.5 292.7 527
T, (ms) 120.0 154.0 230.4
It serum (MM 87 17.32 13.08 5.60
rimo (mM™! s 9.39 6.94° 5.77
Ar; (mM™' s 9.94 8.14 1.87

# Mesure a 35 MHz, 25°C, H,0.

Tableau III. 24 : Relaxivité longitudinale des complexes [Gd(dpaa)(H,0);], [Gd(dpaba)(H,0),] et
[Gd(mpatcn)(H,0),] dans H,O et dans le plasma a 45 MHz et 25°C. Ar; représente la variation
de relaxivité.

Pour comparaison, les temps de relaxation longitudinale de ces complexes en présence et en absence

de BSA sont rassemblés dans le Tableau III. 25.

[Gd(dpaa)(H,0)5]* [Gd(dpaba)(H,0),]*  [Gd(mpaten)(H,0),]"
Caar 0.205 0.204 0.202
T, (ms) 372(2) 285(5) 337(2)
11 gsa (MM s 11.2 15.2 12.69
r1mo (MM s™) 9.39 6.94° 5.80
Ar; (mM™! s +1.8 +8.26 +6.89
Ar, mM' s™) +6.1 - .

¥ Mesures a 45 MHz, 25°C ; ° Mesure a 35 MHz.

Tableau III. 25 : Relaxivité longitudinale des complexes [Gd(dpaa)(H,0);], [Gd(dpaba)(H,0),] et
[Gd(mpatcn)(H,0),;] dans ’eau et une solution aqueuse de BSA 4.5% m /v (0.68 mM). Ar,
représente la variation de relaxivité.

A la concentration utilisée (~0.2 mM), les anions endogénes sont présents dans les proportions
stoechiométriques suivantes : n(citrate) < 1 équivalent, n(phosphate) ~4.5 équivalents, n(lactate) ~11.5
équivalents et n(carbonate) ~150 équivalents. A la vue des résultats précédents (§ 11.3.4.), 'influence
des anions citrate, phosphate et lactate sur la relaxivité est trés faible a cette stoechiométrie. En

revanche, I’effet du carbonate n’est pas négligeable : une extinction de la relaxivité associée au
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déplacement des deux molécules d’eau de la sphére de coordination est attendue dans le cas des
complexes [Gd(dpaba)(H,0),] et [Gd(mpatcn)(H,0),]. En revanche, le complexe [Gd(dpaa)(H,0)s]

posseéde encore une molécule d’eau en sphére interne.

Les mesures de relaxivité dans le sérum vont a I’encontre de ce qui était attendu. Une augmentation de
la relaxivité est observée pour les trois complexes ! La relaxivité du complexe [Gd(dpaba)(H,O),]
dans le sérum est égale a celle en présence de BSA seule. Cette observation suggere que 1’interaction
avec la protéine sérique intervient au niveau du centre métallique et que sont affinité est supérieure a
celle du carbonate. La relaxivité du complexe [Gd(dpaa)(H,O);] dans le sérum est supérieure a celle en
présence de BSA dans 1’eau pure et est similaire a celle mesurée en présence de BSA dans le tampon
phosphate PBS. Encore une fois, cette observation semble indiquer que les ions phosphate du sérum
influencent la coordination de la BSA au centre métallique.

Quant a la relaxivité du complexe [Gd(mpatcn)(H,0),], elle est inférieure a la relaxivité en présence
de BSA. Une compétition entre les oxoanions et les fonctions carboxylate des chaines latérales des

protéines est vraisemblablement a 1’origine d’un tel résultat.

En conclusion, I’architecture des complexes de Gd(I1I) influence significativement leur relaxivité dans
le sérum de beeuf. Le sérum est un milieu complexe dont les constituants (anions, protéines) peuvent
influencer fortement la relaxivité de manicére positive, ou négative. Des études distinctes des
différentes contributions sont indispensables a la compréhension du systéme. Au vue de la complexité
des phénomenes, elles n’en sont néanmoins pas suffisantes. Il pourrait étre intéressant de déterminer le
nombre de molécules d’eau dans la sphere de coordination des adduits en présence de BSA dans I’eau
pure et dans le sérum. Toutefois, ces exemples suggerent qu’il est possible d’accéder a des relaxivités
¢levées dans le sérum a partir de complexes dont le nombre d’hydratation est supérieur a un.
Rappelons que celle du complexe [Gd(dpaa)(H,0);] est égale a 17.32 mM™'s pour une valeur typique
(45 MHz) de champ des imageurs actuels.
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I. Complexes luminescents émettant dans le visible

Outre leurs applications dans le domaine de 1’imagerie optique et des fluoroimmunoessais, > *! les ions
lanthanides émettant dans le visible sont également utilisés comme phosphores pour les écrans de
télévision et les diodes luminescentes, ! et dans les cristaux liquides'®. Les ions Eu(IIl) et Tb(III)
sont les plus utilisés.

Au vu de leur faible coefficient d’absorption molaire, la luminescence des ions lanthanides est
difficilement observable apres excitation par une source lumineuse classique. Nous avons vu en
introduction que le peuplement d’un état excité de I’ion est facilit¢ par la présence d’un ligand
organique agissant comme collecteur d’énergie (effet d’antenne). Deux critéres sont indispensables a
I’émission d’une luminescence intense : protection par rapport aux désactivations non-radiatives du
milieu et transfert d’énergie du ligand au métal efficace. De plus, la stabilité thermodynamique et

cinétique du complexe est a prendre en compte. De nombreux ligands ont été développés dans ce sens.

L1. Exemples de complexes avec les ions Eu(1II) et Th(11I)

Le transfert d’énergie du ligand vers le métal est d’autant plus efficace que le niveau de 1’état triplet du
ligand est en adéquation avec 1’état excité du métal. Les principaux chromophores conduisant a une
sensibilisation efficace de I’ion Eu(Ill) et/ou Tb(IIl) sont présentés ci-dessous. Nous avons vu en
introduction que le cryptate de Lehn Eu(bpy-bpy-bpy) était utilisé commercialement. Toutefois, son
rendement quantique dans 1’eau pure est tres faible (2%), di a la présence de deux molécules d’eau
dans la premiere sphére de coordination. Une stratégie communément utilisée pour les essais
immunologiques consiste a déplacer les molécules d’eau coordinées par des ions fluorures. Dans ce
cas, le rendement quantique est alors de 10% pour le complexe de Eu(Ill).” D’autres complexes
possédant des unités bipyridine conduisent a une bonne sensibilisation de I’Eu(Ill). Les ligands

associés sont représentés Figure [V. 1.

]
_ \N | X /l
N
G N N HOOC” SN NN (w
ZN AN, N
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X N N
N X
NT I/
Ny - | o
| _N
COOH
bpytcn H,bpyatcn

Figure IV. 1 : Ligands dérivés de I’unité bipyridine (bpy).
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Le ligand bpytcn sensibilise efficacement les ions Eu(Ill) et Tb(IIl), cependant, les complexes
[Ln(bpytcn)]’" ne sont pas stables en solution aqueuse. Dans le but d’augmenter leur stabilité
thermodynamique, un ligand analogue incorporant des groupements carboxylate a été synthétisé. Les
rendements quantiques des complexes [Eu(bpyatcn)] et [Tb(bpyatcn)] sont respectivement 12% et
10%. Notons que le rendement quantique du complexe de Tb(III) est le plus faible. Ceci a été associé
avec un phénomeéne de transfert en retour di a la proximité des niveaux énergétiques donneurs et
accepteurs.

De méme, ’unité terpyridine (terpy) a €té largement étudiée et des systemes trés luminescents basés
sur le motif [Ln(terpy);]’” ont été développés par J.C. Biinzli et ses collaborateurs.”™ Toutefois ces
complexes ne sont pas solubles ou stables en solution aqueuse, ce qui limite leur utilisation pour
I’imagerie en milieu biologique. Le remplacement des pyridines terminales par des groupements
benzimidazole a conduit a la formation d’auto-assemblages en triple hélice luminescents (Figure IV.
2).% 1% De plus, I’introduction d’un groupement picolinate a permis d’obtenir des complexes stables
en solution aqueuse et dont les rendements quantiques des ions Eu(IIl) et Tb(III) sont respectivement

de 18% et 11.4 %113

=N N=
rNC = a P
/
N" N N N_
rN7 OH
terpy benzipy

Figure IV. 2 : Ligand terpiridine et ligands dérivés de I’unité benzipy.

Des complexes stables ont été obtenus par I’équipe de K. Matsunobu avec le ligand DTBTA* (Figure
IV. 3).'" Le rendement quantique du complexe d’Eu(III) est de 9.1 % alors que celui du complexe de
Tb(III) n’a pas été déterminé.

Enfin, nous avons vu en introduction I’utilisation de ’unité phénanthroline pour le développement de
sondes luminescentes pour la détection d’anions."™ S. Quici et ses collaborateurs ont greffé ce méme
groupement sur un polyaminocarboxylate linéaire (Figure V. 3). Les complexes dérivés posseédent un
rendement quantiques élevés (24 % pour le complexe [Eu(Phen-TTA)]” et 15 % pour le
[Tb(Phen-TTA)]. Encore une fois, la luminescence du Tb(III) est la plus faible, indiquant une

mauvaise adéquation des niveaux énergétiques.
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HOOC COOH HOOC COOH

H,DTBTA H,(Phen-TTA)

Figure IV. 3 : Exemples de ligands pour la sensibilisation des ions Eu(IIT) et Th(III).

Ainsi, tous ces chromophores semblent adaptés a la sensibilisation de 1’ion Eu(IIl). En revanche, les
niveaux d’énergie semblent étre trop proches des états excités du Tb(IlI).

Des meilleurs résultats pour le Tb(III) ont été obtenus avec I’unité picolinate. Notamment, les
complexes Cs;[Eu(DPA);] et Css[Tb(DPA);] se sont révélé de trés bonnes références pour la
détermination des rendements quantiques en solution. Dans I’eau a pH = 7, leurs rendements
quantiques sont respectivement de 12 + 1 % et 26.5 + 2%.""®) D’autres ligands possédant des unités
picolinate ont été développés et ils sont présentés Figure IV. 4. Il est important de noter que, au sein
méme de cette série, de trés grandes variations des rendements quantiques sont observées en fonction
de D’architecture du complexe. Le tripode H3(Me-TREN-tpaa) a été étudié par C. Piguet et ses
collaborateurs. Les rendements quantiques des complexes d’Eu(Ill) et de Tb(III) dans I’eau sont plus
faibles que ceux des complexes avec le DPA” seul : 0.18% et de 0.89 % respectivement.'”” En
revanche, I’incorporation du picolinate dans une structure rigide térapodale conduit a des rendements
quantiques élevés en solution. Les complexes avec le ligand tpaen® ont été récemment étudiés au
laboratoire. Leurs rendements quantiques sont élevés : 7 % pour le complexe [Eu(tpaen)] et 45% pour
le [Tb(tpaen)], soit I’'un des rendements quantiques les plus élevés de la littérature pour un complexe

de Tb(III) en solution aqueuse.!'® '*!

0 N 0]
N\/; Y - N/—\NNQ
/ Y%
/Ej\ [h Mo N b " COOH
— — N
HooC” N~ ~COOH HOOC ;‘l\ 7\
! . —

COOH#= "N HOOC HOOC

= COOH

H,DPA H,(Me-TREN-tpaa) H,tpaen

Figure IV. 4 : Ligands dérivés du picolinate.

Plusieurs facteurs peuvent étre a 1’origine de ces différences : la symétrie et la rigidité de la sphére de

coordination, la position du niveau de 1’état triplet du ligand et les désexcitations non-radiatives.
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L’influence de I’état triplet a été¢ étudiée par M. Latva et al sur une série de complexes dérivés de
1’unité H,DPA."*" Les auteurs ont montré que la position de 1’état triplet du ligand peut étre influencée
par une substitution en position 3 du cycle aromatique. En effet, abaisser 1’énergie de 1’état triplet par
la substitution par un groupement éthynyl benzeéne (ligand H,ebDPA, Figure IV. 5) conduit a une
meilleure sensibilisation de I’Eu(III) (® = 38.4 % pour ’Eu(Ill) et 1.9% pour le Tb(III)). A I’inverse,
le groupement triméthoxyphényle conduit a une amélioration de la luminescence du Tb(IIl) (48 %

pour Tb(III) et 4.5 % pour Eu(Ill)).

OCH,3 It
I .
HsCO OCH3 SN~ COOH
N SN COOH N
HOOC™ "N~ ~COOH HOOC™ "N” ~COOH LN J
X
N~—
=
H,ebDPA H,tmpDPA NI o
=
HOOC N
H,ebtpatcn

Figure IV. 5 : Ligands dérivés du picolinate fonctionnalisé.

Un rendement quantique élevé (22%) a également été reporté pour le complexe d’Eu(Ill) formé avec
le ligand tripode ebtpatcn® a pivot 1,4,7-triazacyclononane (Figure IV. 5). Cependant, la luminescence
du Tb(III) est faible (1.3%). De plus, aucunes caractérisations structurales de ces complexes n’ont été
réalisées que ce soit en solution ou a 1’état solide.

Une meilleure compréhension de la relation entre 1’architecture du complexe et ses propriétés de
luminescence devrait aider a la mise au point de nouveaux systemes trés compétitifs. Pour cela il est

important d’associer les études de luminescence aux études structurales.

L2, Ftude d’une série de podates possédant le chromophore
picolinate

Une série de ligands dérivés du picolinate a été synthétisée et caractérisée au cours de cette thése
(Figure IV. 6). Chaque ligand conduit a une sensibilisation efficace de la luminescence des ions
Eu(Ill) et Tb(III). Les spectres d’émission des complexes, aprés excitation sur le ligand, sont

présentés ci-dessous (Figure IV. 7 et Figure IV. 8).
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Figure IV. 6 : Série de ligands dérivés du picolinate dont la luminescence des complexes avec les ions

Eu(III) et Tb(IIT) a été étudiée au laboratoire.
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Figure IV. 7 : Spectres d’émission des complexes [Eu(L)] avec L = tpaen* ( ), tpaten® ( ), bpeda*
( ), bpaten® ( ), tpaa®( ) et dpaa™ ( ) pour des solutions d’absorbance constante égale a

0.05.
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Figure IV. 8 : Spectres d’émission des complexes [Tb(L)] avec L = tpaen* (___ ), tpaten™ ( ), bpeda*
( ), bpaten™ ( ), tpaa™( ) et dpaa® ( ) pour des solutions d’absorbance constante égale a
0.05.

Afin d’¢étudier I’influence des différents facteurs sur 1’efficacité de la luminescence des complexes
d’Eu(IIl) et de Tb(IIl), nous avons mesuré¢ pour chacun d’entre eux leur rendement quantique, les
temps de vie de luminescence (dans [’eau H,O et D,O) et le nombre de molécules d’eau en premiére
sphére de coordination. Les valeurs des rendements quantiques dans I’eau des différents complexes
sont représentées sur le Graphique IV. 1. Tous les résultats sont regroupés dans les Tableaux IV. 1 et
Iv.2.

Le calcul du nombre de molécules d’eau en premiére sphére de coordination a été obtenu en utilisant

I’équation de A. Beeby et al. Plus de précisions sur la méthode sont données en Annexe 1.
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Graphique IV. 1 : Rendements quantiques des complexes dans le tampon Tris (pH = 7.4).
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[Tb(tpaen)| [Tb(tpatcn)] [Tb(bpeda)] [Tb(bpatcn)] [Tb(tpaa)] [Tb(dpaa)]
Aex (nm) 274 274 273 273 270 272
Tr20 (MS) 3.0£0.1 2.00£0.02 1.59 £0.01 1.49 +£0.02 1.08 £ 0.08 0.99 £ 0.01
Tp20 (MS) 3.75+0.01 2.14 £0.02 2.27£0.01 2.46 £ 0.07 22+0.1 2.65+0.03
q 0.0£0.2 0.0£0.2 0.8+0.1 1.01 £0.2 2.02+0.2 29402
Do (%) 455 60+ 6 29+3 43+5 31+4 22+4
®p2o (%) - - - 485 - 54+8
o/ D 6.4 6.7 9.1 8.6 11.9 14.7

Tableau IV. 1 : Temps de vie de luminescence, nombre d’hydratation et rendements quantiques absolus des complexes de Th(III) en solution dans D,O (tampon

Tris pH = 7.4)

[Eu(tpaen)| [Eu(tpatcn)] [Eu(bpeda)] [Eu(bpatcn)] [Eu(tpaa)] [Eu(dpaa)]
Aex (nm) 274 274 273 273 270 272
Tr20 (MS) 1.70 £0.02 1.08 £0.01 0.56 £ 0.01 0.542 + 0.004 0.438 + 0.005 0.307 £ 0.002
Tp20 (MS) 3.30+0.01 1.47 £0.01 2.04 £ 0.01 1.67 +£0.04 2.32+0.02 2.53+0.02
q 0.04+0.2 0.0+0.2 1.31£0.2 1.21+0.2 1.93+0.2 3.1£0.2
Do (%) 7.0 £0.7 9.0+0.9 32+0.3 5.0£0.5 26+04 1.5+£0.3
®p2o (Y0) - - - 12+1 - 13+2
TR (mMS) 5.19 2.08 3.14 2.18 2.67 2.82
D (%) 32.8 51.8 17.9 27.1 16.4 10.9
Nsens 0.21 0.17 0.18 0.18 0.16 0.14

Tableau IV. 2 : Temps de vie de luminescence, nombre d’hydratation, rendements quantiques absolus des complexes d’Eu(III) en solution dans D,O (tampon Tris
pH =7.4). Le temps de vie radiatif, le facteur de sensibilisation et le rendement quantique intrinséque de I’Eu(III) ont été calculés a partir de I’étude des différentes

transitions.
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D’une manicre générale, des rendements quantiques ¢levés ont été¢ observés dans 1’eau : de 22% a
60 % pour les complexes de Tb(III) et de 1.5 & 9 % pour les complexes d’Eu(Ill). Similairement aux
complexes avec les ligands DPA* et Me-TREN-tpaa®, les rendements quantiques des complexes sont
meilleurs avec le Tb(III) qu’avec I’ion Eu(Ill), en accord avec une bonne adéquation des niveaux
énergétiques du picolinate avec le premier niveau accepteur du Tb(IIl). Ceci est confirmé par une
bonne correspondance entre le spectre d’absorption du ligand et le spectre d’excitation du complexe.

Deux exemples sont donnés Figure IV. 9.

100 - 140 -
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l/au 50
40
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20
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0 T T T T T T d

235 245 255 265 275 285 295 305 235 245 255 265 275 285 295

A/nm A /nm
[Th(tpatcn)] [Tb(bpaten)(H,0)]

Figure IV. 9 : Spectre d’absorption du ligand L (-----) et spectre d’excitation (A,, = 545 nm ) du
complexe [Tb(L)] : L = tpaten®, a gauche ; bpaten™ a droite.

Le rapport des rendements quantiques thTUbt/ Cfo: est indiqué dans le Tableau IV. 1. Ce rapport croit

linéairement avec le nombre de molécules d’eau dans la premiére sphére de coordination du complexe
(Graphique IV. 2). Comme les chromophores sont identiques pour tous les ligands de la série, nous

pouvons supposer en premiere approximation que la position énergétique de 1’état triplet du ligand est

. . ) . . o e Vi Ei e r . .
voisine pour tous les composés. Ainsi, la variation du rapport @,/ @, est liée aux désactivations

non-radiatives de 1’ion Eu(IIl) par les vibrations du complexe et des molécules d’eau. En effet, 1’état
excité de I’ion Eu(Ill) CDy) est plus bas en énergie que celui de I’ion Tb(IIT) °D,) et de ce fait, est
plus sensible aux désactivations non-radiatives. Ceci est confirmé par 1’analyse des temps de vie de
luminescence des complexes d’Eu(Ill) dans ’eau : le temps de vie de luminescence est d’autant plus
faible que le nombre d’hydratation du complexe est important (Tableau IV. 1). La mesure du
rendement quantique des complexes dans le D,O est également indicative des désexcitations non-
radiatives. Il a été mesuré pour les complexes avec les ligands bpatcn™ et dpaa® : une augmentation
significative est observée par rapport au rendement mesuré dans une solution aqueuse. De plus, celle-
ci est nettement plus importante pour les complexes d’Eu(IIl) que pour les complexes de Tb(IlI). Elle
est également plus grande dans le cas des complexes tris-aqua [Ln(dpaa)(H,O);] que pour les
complexes [Ln(bpatcn)(H,O)] ne possédant qu’une seule molécule d’eau en premiére sphére de

coordination.
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Graphique IV. 2 : Variation du rapport des rendements quantiques ®"”/ ®*" en fonction du nombre de
molécules d’eau en premiére sphére (q).

Les rendements quantiques des complexes dont la sphére de coordination est saturée, [Tb(tpaen)]
(45 %) et [Tb(tpatcn)] (60%), sont particuliecrement élevés en solution aqueuse. Le rendement
quantique du [Tb(tpatcn)] est similaire a celui reporté récemment par S. Petoud et al avec des
complexes dérivés de 1’unité 2-hydroxyisophtalilmide, a ce jour les plus luminescents de la littérature.
En effet, le complexe de Tb(III) avec le ligand tiPHTA®* posséde un rendement quantique de 59%
(Figure IV. 10).1"")

(0] //\N N/j 0]

HN
H3CHN ? OH H;ﬁ NHCH;

NHCH; NHCH;

H,tiPHTA

Figure IV. 10 : Strucure du ligand HgtiPHTA développé par S. Petoud et al.

Notons que le rendement quantique du complexe tripodal [Tb(tpatcn)] est 1.3 fois supérieur a celui de
son analogue tétrapodal [Tb(tpaen)]". Des études RMN 'H ont montré que chacun des deux complexes
reste parfaitement coordiné en solution : les complexes avec le ligand tpaen® possédent une symétrie
C,, ceux avec le ligand tpaten® sont de symétrie C;.'™ *'! La différence de rendement quantique
observée entre les deux systémes est significative ; elle souligne 1’influence de la symétrie et de la

rigidité du complexe sur le rendement quantique absolu.
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Un comportement similaire est observé avec les ligands octadentes : le rendement quantique du
complexe [Tb(bpacn)(H,O)] (43%) est supérieur a celui du complexe [Tb(bpeda)(H,O)] (29%).
Cependant, I’efficacité de luminescence est affectée par la présence d’une molécule d’eau dans leur
sphére de coordination. Tous ces résultats semblent indiquer que les architectures tripodales,
construites sur le pivot 1,4,7-triazacyclononane conduisent & une luminescence particuliérement
intense.

Les complexes [Tb(tpaa)(H,0),] et [Tb(dpaa)(H,O);] possédent également des rendements quantiques
élevés (31 et 22 % respectivement) en dépit de la présence de deux et trois molécules d’eau dans leur
sphére de coordination. Peu de complexes possédant a la fois des molécules d’eau dans leur sphére de
coordination et un rendement quantique élevé ont été synthétisés a ce jour. Certains systémes
commencent a voir le jour. C. Picard et ses collaborateurs ont développé un ligand macrocyclique
possédant une unité bipyridine (Figure IV. 11).*% Les rendements quantiques des complexes avec les
ions Eu(IIl) et Tb(III) sont respectivement 10 et 21 %. Plus récemment, P. Atkinson et al ont obtenus
des rendements quantiques intéressants avec une plateforme cycléne fonctionnalisée par une unité
azaxanthone (® = 6.9 % pour I’Eu(Ill) et 24 % pour le Tb(III)) (Figure IV. 11).**! Nos ligands
conduisent a une luminescence du Tb(IIl) particuliérement intense en comparaison avec d’autres
systémes de la littérature et, a fortiori, par rapport au complexe de Tb(IIl) Tb(bpy-bpy-bpy) avec le
cryptate de Lehn (3%). De plus, méme si le rendement quantique des complexes avec I’ion Eu(IlI) est
plus faible, il reste supérieur (jusqu’a quatre fois) ou égal a celui du cryptate Eu(bpy-bpy-bpy)

commercial (2%).2*

Py coo"
\ " -4 QN/_\N ~ o
N
r,. N ()
-00C coo
x)N -00C—N~—N
-00C -00C
bpyCTA[15] DO3A-xan

Figure IV. 11 : Ligands octadentes pour la sensibilisation des ions Eu(III) et Tb(III).

Nous avons vu en introduction que le rendement quantique d’un complexe est lié a trois contributions :

i) efficacité du transfert inter-systéme msc ; ii) I’efficacité du transfert d’énergie de 1’état triplet du
ligand vers 1’état excité de I’ion Ln(II) ngr et iii) le rendement intrinséque d’émission CDEZ qui est

caractéristique des désactivations non-radiatives du systéme. Le facteur de sensibilisation ng,s peut
étre défini comme le produit des efficacités du croisement inter-systéme et du transfert d’énergie

(Equation IV.1).
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(DL” = 7715c X 77ET x (Diz = nsensq)iz Equation Iv.1

tot

Afin d’étudier plus en détail I’influence de I’architecture tripodale sur le rendement quantique, nous

r r . . . L
avons décomposé le rendement quantique absolu en ses deux principales composantes Ngens €t @ . Le

rendement quantique intrinséque CDZ est défini par I’ Equation IV.2, ou tr et Typo sont

respectivement le temps de vie radiatif et le temps de vie mesuré dans H,O.

T
O = % Equation 1V. 2
R

Le temps de vie radiatif tg dépend principalement de la symétrie du complexe. Il peut étre facilement
déterminé dans le cas des complexes d’Eu(Ill). En effet, la transition *Dy>'F; étant purement
magnétique dipolaire, elle ne dépend pas de I’environnement de 1’ion Eu(IlI). Ainsi, sa probabilité
d’émission spontanée est une constante indépendante du complexe : Ayp o= 14.65 s'. Elle est reliée a
I’intensité relative de la bande d’émission correspondante Iyp et au temps de vie radiatif tg par la

relation suivante :
1 I
Tp=—"7% —Mp. Equation IV. 3
A wup.olt I

avec n I’indice de réfraction du milieu et Iyp/li le rapport de 1’aire de la transition SDe>F, sur

1’ensemble des transitions *Dy=>"F; (J =0 - 6) du complexe d’Eu(III).

Compte tenu de la symétrie élevée des complexes étudiés, le résultat a été obtenu, dans une bonne
approximation, en ne tenant compte que des quatre premicres transitions J = 1 a 4. En effet, 1’étude de
la luminescence a I’état solide du complexe [Eu(tpatcn)] a permis de vérifier que I’intensité des
transitions "Dy=>'Fs et *Dy>'F¢ du complexe [Eu(tpatcn)] est inférieure a 1% de ’intensité totale.
Les temps de vie radiatifs, les rendements quantiques intrinséques et les facteurs de sensibilisation des
complexes d’Eu(Ill) sont rassemblés dans le Tableau IV. 2.

Tableau IV. 2Les facteurs de sensibilisation sont voisins pour tous les complexes (0.14 < Mgens< 0.21).
Cette valeur est inférieure a celle déterminée pour le complexe [Eu(DPA)]” (Myns = 0.31) en

J tino = 1.65 ms et @ = 12 %.2Y Elle est probablement limitée par

considérant tg = 4.3 ms,[25
I’efficacité du transfert d’énergie du donneur vers I’accepteur. En effet, la luminescence intense
observée avec 1’ion Tb(III) laisse supposer un état triplet relativement haut en énergie et de ce fait,

moins adapté a la sensibilisation de I’Eu(Ill). Ceci est en accord avec les rapports (DtTObl/ o ff; élevés
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observés tout au long de la série. La séparation des contributions ngr et Misc est possible mais
nécessiterait tout d’abord de déterminer les niveaux énergétiques de des états triplets et singulets des

ligands.

Le rendement quantique intrinséque est d’autant plus faible que les processus non-radiatifs sont
efficaces. Il est relativement faible pour les complexes avec les ligands dpaa™ et tpaa® possédant deux
et trois molécules d’eau dans leur sphére de coordination (16.4 et 10.9 % respectivement). Il augmente
progressivement pour les complexes avec les ligands octadentes (17.9 et 27.1 %) puis pour les

complexes nona-coordonnés (32.8 et 51.8 %) (Graphique IV. 3).
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Graphique IV. 3 : Rendements quantiques intrinséques (I)gz calculés pour les complexes d’Eu(III) de la

série.

Ce calcul met en évidence ’origine du rendement quantique élevé pour les ligands dérivés du 1,4,7-
triazacyclononane : leurs rendements quantiques intrinséques sont 1.5 fois supérieurs a ceux de leurs
analogues tétrapodaux ! Ainsi, il semblerait les ligands Hstpatcn et Hsbpaten dérivés du 1,4,7-
triazacyclononane conduisent a la formation de complexes dont la rigidité et la symétrie sont
particuliérement bien adaptées a 1’encapsulation du métal et a sa protection par rapport aux

désactivations du milieu extérieur.

Afin de vérifier si cette observation est vérifiée pour tous les ligands dérivés du 1,4,7-
triazacyclononane, il serait judicieux de greffer des chromophores mieux adaptés a la sensibilisation
de I’ion Eu(Ill) et de vérifier si le rendement quantique augmente. Nous pouvons déja noter que le
rendement quantique du complexe [Eu(ebtpatcn)] est de 22% (Figure IV. 5) au lieu de 9% pour le
complexe [Eu(tpatcn)].
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Toutefois, le principal inconvénient de ces complexes réside dans leur longueur d’onde d’excitation.
Le maximum d’absorption de I'unité picolinate se situe dans la zone UV, aux alentours de 274 nm et
rend les complexes dérivés du picolinate peu compatibles pour leur utilisation pour la microscopie
optique par fluorescence. D’une part, les sources lumineuses classiquement utilisées (lasers Ar,
He-Ne, Kr-Ar, lumiére blanche ou diodes électroluminescentes) ne permettent pas a ce jour une
excitation a des longueurs d’ondes inférieures a 300 nm. D’autre part, une forte énergie d’excitation
peut engendrer des dégradations photoinduites du milieu biologique. En particulier, nous pouvons citer

26, 27]

les processus de dégradations de I’ADN par les rayonnements UV.! En effet, I’absorption des

bases de I’ADN est maximale a 260 nm, et donc les dégradations plus probables (Figure IV. 12).
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Figure IV. 12 : Spectre d’absorption de ’ADN.

Ainsi, a terme, nous devrions envisager 1’utilisation de chromophores pouvant étre excités a des

longueurs d’onde visibles (dont la longueur d’onde d’absorption est au moins supérieure a 320 nm).
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II. Complexes luminescents émettant dans le proche

infrarouge

Les ions lanthanides émettant dans le proche infrarouge sont utilisés depuis une trentaine d’année pour
le développement de systémes optiques ou électro-optiques, a savoir des lasers, des amplificateurs ou
des diodes électroluminescentes. Les matrices ou les polymeres dopés au Nd(III) et a I’Er(Ill), sont
largement utilisés en tant que lasers, fibres optiques ou amplificateurs car leurs longueurs d’onde
d’émission (1060 nm et 1540 nm respectivement) sont compatibles avec celles utilisées dans le
domaine des télécommunications.*” Les complexes de Nd(III) et Yb(III) sont également utilisés pour

la mise au point de diodes électroluminescentes ou OLEDs (« organic light-emitting diodes »).1*"

Enfin, nous avons vu en introduction que les complexes émettant dans 1’infrarouge sont
particuliérement intéressant pour une application dans le domaine biomédical car ils permettent
d’explorer des tissus beaucoup plus profonds (20 cm au lieu de quelques millimétres), dii aux faibles
coefficients d’absorption de I’eau et des milieux biologiques aux longueurs d’onde élevées
(920 > 2. > 720 nm).*® De ce fait, nous avons également développé des complexes possédant la méme
I’architecture 1,4,7-triazacyclononane mais dont la longueur d’onde d’absorption est déplacée a 370

nm et I’émission se situe dans le proche infrarouge.

II.1. Exemples de complexes avec les ions Yb(III), Nd(I1I1I)
et Er(11I1)

Les ions Yb(III), Nd(III) et Er(Ill) sont les plus luminescents. Dans une moindre mesure, les ions
Pr(111), Sm(III), Dy(III), Ho(IIl) et Tm(IIl) donnent également lieu a des transitions émettant dans
I’infrarouge.

La photophysique de ces ions est similaire a celle du Tb(Ill) et de I’Eu(Ill) (voir chapitre L.).
Cependant, comme la différence d’énergie entre I’état excité luminescent et 1’état fondamental est plus
faible (10 400 cm™ pour I’ion Yb(III), 5 900 cm™ pour I’ion Er(III) et 4 400 cm™ pour 1’ion Nd(III) au
lieu de 14 800 cm™ et 12 300 cm™ pour les ions Th(III) et Eu(III) respectivement), les processus de
désactivation non-radiatifs liés aux oscillateurs O-H du solvant et aux vibrations du ligand (O-H, N-H,
C-H) sont favorisés. Cela se traduit par un rendement quantique intrinséque faible. Le contrdle de la
sphére de coordination des complexes est donc primordial afin de minimiser ces désactivations.

De plus, une sensibilisation efficace de ces ions n’est possible que si 1’état triplet du ligand est déplacé
vers les faibles énergies (Aex > 300 nm). Des chromophores différents de ceux couramment utilisés

pour la luminescence dans le visible seront donc utilisés.
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Enfin, le temps de vie de luminescence est plus court (ns a ps), limitant 1’efficacité des complexes a
émission dans D’infrarouge pour la luminescence en temps résolu. Une premiére méthode pour
augmenter leur temps de vie est la mise au point de complexes hétérobimétalliques d-f. La deuxiéme
approche consiste a protéger le métal des désexcitations non-radiatives du solvant par encapsulation
dans un ligand adapté. Notons que plusieurs méthodes ont ét€ mises au point pour s’affranchir des
vibrations de haute énergie dans la structure du ligand. Entre autres, nous pouvons citer la

fluorination™" et la deutération®*! des chaines alkyles.

De nombreux chromophores ont été utilisés pour sensibiliser la luminescence des ions lanthanides(I1I)

dans I’infrarouge (Figure IV. 13). La plupart sont soit incorporés dans la formation d’un complexe

39-41 42, 43]

ternaire, soit greffés a une plateforme de type cycléne,””*! terphényl" ou calixaréne.*” Certains

[1, 45, 46

ligands podants possédent aussi des propriétés trés intéressantes. I Les meilleurs chromophores

[47-49 51, 52

semblent étre les P-dicétones,””* la tropolone,”” la 1,10-phénantroline! et les dérivés des

[53, 54

quinoléines. I Quelques colorants sensibilisent également les ions Yb(IIT), Nd(III) et Er(III) comme

n: 55-57
par exemple la fluorescéine.”>"!
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Figure IV. 13 : Exemples de ligands utilisés pour sensibiliser la luminescence des ions Yb(III), Nd(III) et
Er(11I).

Cependant, peu de complexes trés luminescents sont solubles dans ’eau et les rendements quantiques
en solution aqueuse sont faibles. IIs sont fortement influencés par les vibrations du solvant et par celles
des liaisons du ligand. Les ligands donnant lieu a la formation des complexes les plus luminescents

dans 1’eau sont présentés Figure IV. 14 ainsi que les rendements quantiques associés.
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Figure IV. 14 : Sélection des meilleurs rendements quantiques en solution aqueuse pour les complexes
Yb(III), Nd(IIT) et Er(I1I).

Le fluorexon fx correspond a une fluorescéine directement fonctionnalisée par des groupements
carboxylate. Contrairement aux autres dérivés de la fluorescéine pour lesquels le transfert d’énergie
intramoléculaire est limité par la distance chromophore-métal, le centre métallique est ici proche du

chromophore et le transfert rapide. Une sensibilisation efficace du métal est donc observée

(CI)Z,[; =0.09 %). Cependant, les complexes restent sensibles aux désexcitations non radiatives du

solvant et une différence importante est observée dans D,O (d)tyobt =0.45 %)."

L’équipe de Y. V. Korovin a mis au point un ligand macrocyclique possédant deux macrocycles
pyridiniques reliés par une unité phénanthroline. Ce ligand forme des complexes 2 : 1 d’une bonne
stabilité thermodynamique (logK,,,. = 17.2) et cinétique avec les lanthanides. Le macrocycle protége
efficacement les ions métalliques des vibrations extérieures. Les rendements quantiques des

complexes de Nd(III) et d’Yb(III) sont les plus élevés a ce jour. De plus, une faible augmentation est

observée dans I’eau lourde ((DIYOI’, =0.86% et V' =0.17%).>>

tot

Le ligand tétrapode TsoxMe possédant quatre unités 8-hydroxyquinoléine forme des complexes 1 : 1
trés luminescents dans 1’infrarouge en solution aqueuse. En effet, les rendements quantiques dans
I’eau sont quatre fois supérieurs a ceux des complexes de fluorexon. D’aprés ces résultats il semblerait
que I'unité 8-hydroxyquinoléine soit le chromophore de choix pour la sensiblisation des ions Nd(III),

Yb(III) et Er(1I) (Figure IV. 15).
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N R4, R, =H, CI, Br
= R1 = R2= H 8'HQ

Figure IV. 15 : Structure du ligand 8-HQ et de ses dérivés.

Tout d’abord, son état triplet situé a basse énergie autour de 17 100 cm™ (500-600 nm) est plus adapté
a la sensibilisation des ions émettant dans 1’infrarouge. De plus, cette unité présente 1’avantage non
négligeable de pouvoir étre excité a des longueurs d’onde peu dommageables pour le milieu
biologique (Aex = 340-450 nm). Les premicres applications de ce chromophore pour 1’¢élaboration de
dispositifs électroluminescents ont été reportées en 1987 par C. W. Tang et S. A. Van Slyke lorsque
les auteurs ont utilisé le complexe [Al(8-Q);] pour 1’élaboration de la premiére diode organique
électroluminescente.”® Depuis, les complexes de Ln(II) avec le ligand 8-Q et ses dérivés ont

63 Cependant, ce n’est qu’en 2004 que leur chimie de coordination n’a

largement été utilisés.!
réellement été étudiée. En effet, R. Van Deun et ses collaborateurs ont mis en évidence 1’existence de
complexes de steechiométries différentes en fonction des conditions expérimentales. Principalement

trois types de structures ont été isolées (Figure IV. 16) :™*!

- le complexe 1 : 3 [Ln(8-Q);.xH,0)], (Tris) pour lequel 1’ion Ln(III) est li¢ a trois ligands et
présente un nombre de molécules d’eau variables selon le Ln(Ill), qui forment des liaisons
hydrogéene avec une autre unité Tris ;

- le complexe 1: 4 [NaLn(8-Q)4] ou [(NH4)Ln(8-Q)4] (Tetrakis) pour lequel 1’ion Ln(III) est
coordiné par quatre ligands ;

- et le complexe 3: 8 [Ln3(8-Q)s(CH3COO)] (Trimére). Dans cette structure, les deux ions
Ln(III) périphériques sont liés a quatre ligands. Un troisiéme Ln(II) central est coordiné par

les atomes d’oxygéne des hydroxyquinoléine et par un ion acétate.

oeeee

Zpgooza

Tris Tetrakis Trimére

Figure IV. 16 : Trois types de structures principalement majoritairment pour les complexes de Ln(III)
avec le ligand 8-HQ. D’aprés la référence *,
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Dans la plupart des cas, des mélanges des trois espéces ont été obtenus ce qui rend la corrélation entre
les mesures de luminescence et la structure du complexe difficile. Il faut noter qu’un quatriéme type de
structure, [Ln;(8-Q)y] de steechiométrie 1 : 3, a été obtenu plus récemment par les équipes de G. P.
Deacon (Ln = Ho)!*” et G. Bongiovanni (Ln = Er).!*) En vu d’obtenir des complexes de stoechiométrie
1 : 3, M. Albrecht et al on étendu la coordination de I’unité 8-hydroxyquinoléine par I’incorporation

d’une fonction amide en position 2. Le ligand est présenté Figure IV. 17.

OH 0
R N L
1 X N R4, R, =H, Br
= K R1 = R2 =H 8'CHQ
Ro

Figure IV. 17 : Structure du ligand 8-CHQ et de ces dérivés.

De bons rendements quantiques ont été mesurés a 1’état solide pour les complexes avec les ions
Yb(III), Nd(IIT) et Er(1l1). Toutefois, le complexe d’Er(III) avec le ligand dibromé (R, R, = Br) n’a pu

étre obtenu de maniére pure indiquant que la synthése n’est pas facilement reproductible.”"!

Au vu des problémes rencontrés pour contrdler la stoechiométrie des complexes ternaires, 1’équipe de
J.C. Biinzli a envisagé ’incorporation de ['unité 8-hydroxyquinoléine dans un ligand podant. Deux

1, 66

types de ligands ont été synthétisés : des tétrapodes (Tox, Tsox, TsoxMe) ! et un tripode. Ils sont

représentés Figure IV, 1814
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Figure IV. 18 : Exemples de podants dérivés de ’unité 8-hydroxyquinoléine.

Un avantage considérable de ce type d’architecture réside dans le fait qu’elle permet non seulement de
controler la steechiométrie du complexe formé mais également une amélioration non négligeable de la

stabilité¢ thermodynamique (pEu = 14.9 avec le ligand TsoxMe au lieu de pEu = 8.1 pour [Eu(8-Q);]).
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Les complexes avec le ligand TsoxMe possédent de bons rendements quantiques en solution aqueuse.
Toutefois, la structure d’aucun de ces complexes n’a été étudiée ni a 1’état solide ni en solution, ce qui
limite 1’étude de 1’influence de la structure sur le rendement quantique. De plus, nous avons vu que la
présence des fonctions amides du ligand donne lieu a une augmentation de la flexibilité du systéme.
Nous venons de montrer que la plateforme 1,4,7-triazacyclononane, lorsqu’elle est substitué par des
groupements picolinate, conduit & des systémes rigides particuliérement bien adaptés pour la
sensibilisation des ions Eu(Ill) et Tb(II[). Notamment, une bonne efficacit¢ de la luminescence
intrinseque du lanthanide a été mise en évidence. Afin de vérifier si cette constatation est également
vérifiée pour les complexes émettant dans D’infrarouge, nous avons décidé d’incorporer des

chromophores 8-hydroxyquinoléine dans ce type d’architecture.

IL.2,  Podates a pivot triazacyclononane possédant le
chromophore 8-hydroxyquinoléine

Deux ligands de structures analogues au ligand Hitpatcn ont été synthétisés (voir chapitre 1II). Leurs
structures sont représentées Figure IV. 19. La synthése du ligand Hjthqten avait déja été publiée par

J. P. Cross et P. G. Sammes mais aucune étude de complexation n’avait été réalisée.*”
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Figure IV. 19 : Podates dérivés de I’unité 8-hydroxyquinoléine.
I1.2.1. Synthése et étude des complexes avec le ligand Hsthqtcn

- Synthése et caractérisation des complexes Ln : thqgtcn 1 : 1

Les complexes de Ln(Ill) (Ln = Nd, Er, Yb) avec le ligand thqtcn® ont été synthétisés dans le
méthanol par réaction de quantité équimolaires du triflate de lanthanide Ln(OTf); et du ligand
Hsthqten suivi de la lente diffusion d’une solution de KOH 1M (4.15 équivalents) & 4°C. Un solide
jaune microcristallin est obtenu. Il est insoluble dans les solvants couramment utilisés au laboratoire.
L’analyse ¢lémentaire est en accord avec la formation des complexes [Ln(thqtcn)]. Des monocristaux

de [Nd(thqtcn)] ont pu étre obtenus par lente diffusion d’une solution de KOH 10° M dans une
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solution diluée de Nd(OTf);, Hsthqen et KOH dans les proportions 1: 1: 0.85. Leur analyse par

diffractométrie des rayons X indique la formation du complexe [Nd(thqtcn)]. Le complexe

centrosymétrique cristallise dans le groupe P2(1)/c du systéme monoclinique; la structure est

représentée Figure [V. 20.

i

)

Figure IV. 20 : Diagramme ORTEP du complexe [Nd(thqtcn)] (ellipsoide de probabilité a 30%).

)

Figure IV. 21 : Polyédre de coordination du
complexe [Nd(thqtcn)].

L’ion Nd(III) est nona-coordonné par les neufs
atomes donneurs du ligand : trois azotes du 1,4,7-
triazacyclononane, trois azotes et trois oxygeénes des
groupements hydroxyquinoléine. Les bras
hydroxyquinoléine s’enroulent autour du métal en
formant une triple hélice assez réguliére; les
distances O-Nd-N sont données au Tableau IV. 3. Le
complexe cristallise indifféremment dans Ia

conformation A ou A. Une structure analogue a été

observée au laboratoire pour les complexes de

[Ln(tpaten)] (Ln = Nd, Eu, Gd et Lu)."*"

Le polyédre de coordination peut étre décrit comme un prisme trigonal tricappé légerement distordu

(Figure IV. 21). Une symétrie C; est observée, I’axe passant au milieu du centre métallique et du cycle

triazacyclononane. La premiére face triangulaire est formée par les trois azotes du triazacyclononane,

la deuxiéme par les atomes d’oxygenes des hydroxyquinoléines. Chaque face « pseudo » rectangulaire
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est cappée par un atome d’azote. L’angle formé par les deux faces triangulaires est identique a celui
observé pour le complexe [Nd(tpatcn)] (2° et 1.7° respectivement). De méme, la distance entre les
deux barycentres est trés proche (3.56 A a comparer avec 3.61 A pour le complexe [Nd(tpatcn)]).
L’angle formé par les atomes des faces rectangulaires vaut 22(2)° pour chacun des polyhédres.

De méme, les distances au centre métalliques peuvent étre comparées a celles observées pour le

complexe de [Nd(tpatcn)](Tableau 1V. 3).

distances / A angles / °
[Nd(thgtcn)] [Nd(tpatcn)] [Nd(thqtcn)]
Nd-O(1) 2.393(3) 2.436(6) O(1)-Nd-N(1) 119.00(11)
Nd-O(2) 2.409(3) 2.401(6) 0(2)-Nd-N(2) 119.72(11)
Nd-O(3) 2.406(3) 2.422(6) 0(3)-Nd-N(3) 121.16(12)
Nd-N(1) 2.788(4) 2.731(7)
Nd-N(3) 2.789(3) 2.720(7)
Nd-N(2) 2.796(4) 2.692(7)
Nd-N(4) 2.609(4) 2.606(7)
Nd-N(5) 2.621(4) 2.580(9)
Nd-N(6) 2.608(4) 2.611(7)

Tableau IV. 3 : Distances au centre métallique (en A) pour [Nd(thqtcn)] et [Nd(tpaten)] et sélection
d’angles pour le complexe [Nd(thqtcn)].

Les distances moyennes M-N,yiginy Observées pour le complexe [Nd(thqten)] sont trés proches de
celles observées avec le ligand tpaten™ (2.61(2) A et 2.60(3) A respectivement). Il en est de méme
pour les distances du centre métallique aux azotes du macrocycle (2.79(1) et 2.71(3) A) et aussi pour
les atomes d’oxygénes (2.40(1) A et 2.42(3) A). Ainsi, la sphére de coordination observée pour les
complexes du ligand thqten® est trés proche de celle des complexes de tpaten® et indique une bonne

encapsulation du métal par le ligand.

Nous avons envisagé 1’étude des espéces Ln : thqten 1: 1 (Ln = Nd, Er, Yb) en solution. L’étude
RMN 'H d’une solution aqueuse de ligand et d’ion Ln(III) dans la steechiométrie 1: 1 indique la
formation d’une espéce paramagnétique symétrie C;, soluble de aux alentours de pH = 5.

Ces résultats peuvent étre interprétés par la formation a pH = 5 d’un complexe dans lequel le ligand est
partiellement protonné alors que pour des pH plus basiques, la déprotonation du ligand résulte en la
formation d’un complexe insoluble.

Afin de mieux contréler la steechiométrie, la méme étude a été réalisée dans le méthanol. Des aliquotes
de solution de KOD 1M ont été successivement ajoutés et la formation du complexe a été suivie par
RMN 'H. L’ajout de 0.85 équivalent de base est nécessaire a la formation du complexe. En deca, la
présence de ligand libre est observée, au-dela, un précipité jaune apparait.

Le spectre RMN 'H dans le méthanol, & 25°C, est similaire & celui obtenu préalablement dans 1’eau
(Figure IV. 22 et Figure IV. 23). Seulement onze résonances sont observées, en accord avec une

symétrie C; des espéces en solution ou les trois bras sont équivalents. L’analyse simultanée des

218



Sondes luminescentes

couplages scalaires et de ’effet Overhauser, a différentes températures, a permis ’attribution des
protons des complexes M : thqten 1 : 1 avec M = Nd et Yb. L’attribution est illustrée Figure IV. 22 et
Figure IV. 23. Pour le complexe d’Er(Ill), le recouvrement partiel des signaux rends 1’analyse plus
difficile. Quatre résonances correspondent aux protons méthyléne diastéréotopiques du cycle
triazacyclononane (Nd : & = -0.01, -6.84, 8.72 et 8.43 ppm; Yb: o = -13.16, -5.41, 3.60 et 15.80
ppm) ; deux sont attribués aux protons méthylénes des bras (Nd : 6 =-1.08 et 5.03 ppm; Yb: 5 =4.18
et 5.55 ppm) et cinq signaux sont assignés aux protons de 1’hydroxyquinoléine (Nd : & = 6.53, 6.73,
7.50,8.41 et 8.67 ppm ; Yb: 86 =4.47,7.89, 8.27, 9.25 et 9.99 ppm).

¢ = (CH,)ten
¢ Hsaro
A

Figure IV. 22 : Spectre RMN 'H du complexe [Nd(H,thqten)]™", MeOH, 40°C.

Hg ¢ = (CHy)ten
H-; Hg

H5a/b
*
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‘ ‘ M
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Figure IV. 23 : Spectre RMN 'H du complexe [Yb(H,thqtcn)]™", MeOH, 15°C.
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Le caractere diastéréotopique des protons des méthylénes indique la présence d’espéces rigides en
solution, dans lesquelles le cycle triazacyclononane reste coordonné au centre métallique a 1’échelle du
temps de la RMN. De plus, le méme nombre de signaux est observé pour les trois lanthanides étudiés
et a des températures variant de 15°C a 70°C, indiquant 1’absence de phénomeéne dynamique. Cette

rigidité conformationelle avait déja été observée dans les cas des complexes de [Ln(tpaten)].["

La formation d’espéces protonnées est en accord avec le résultat des études physicochimiques
effectuées sur les ligands Tsox (Figure IV. 24) et N-Trensox, un ligand tripode possédant trois unités
8-hydroxyquinoléines sulfonées.[® En effet, ces études ont mis en évidence I’existence de pKa élevés
pour les groupements phénol de 1’unité 5-sulfo-8-hydroxyquinoléine (entre 8.26 et 8.73 dans le ligand

N-Trensox et entre 8.44 et 10.26 pour le

tétrapode Tsox). “‘\1'
80

De plus, des titrations spectroscopiques du s {H.L)"llll

5 60
ligand Tsox par I’ion Eu(Ill) indiquent la E [EuLOH
formation de complexes pour lesquels le S 404
ligand est partiellement protonné (Figure IV. ’
24) Les auteurs ont montré que 1’espeéce deux “]
fois protonnée [Eu(H,L)]> est majoritaire a 0+

0 1 2 3 4 5 6 7 B8 9 10 11 12 13 14
pH = 7. Toutefois, aucun de ces complexes

n’avait été caractérisé a 1’état solide. Figure IV. 24 : Distribution des espéces calculées pour
des quantités stoechiométriques de ligand Tsox et de
métal Eu : [L],=[Eu]=10"M, 25°C "I,

La présence de ces espéces a pu étre confirmée par cristallisation d’un complexe protonné. En effet,
nous avons isolé de maniere reproductible des diméres centrosymétriques M,L, de formule générale
[M,H;L,](OTf);* 3 MeOH dans lesquels trois groupements phénol des hydroxyquinoléines (sur six au
total) sont protonnés. Pour chacun des ions Nd(III) et Yb(III), des monocristaux de qualité suffisante
pour ’analyse par diffraction des rayons X ont été obtenus par lente diffusion d’isopropyl éther dans
une solution 1 : 1 de Ln(OTf); et de ligand Hsthqgtcn dans le méthanol. Les deux composés sont iso
structuraux ; ils cristallisent dans le groupe P-1 du systéme triclinique. La structure cristallographique

du dimére d’Yb(III) est représentée Figure IV. 25.
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Figure IV. 25 : Diagramme ORTEP du complexe {[Yb(Hz,thqtcn)]***}, (ellipsoide de probabilité a 30%).

Deux complexes monomériques ML équivalents sont pontés par des liaisons hydrogénes entre les
atomes d’oxygenes des fonctions phénol (O(1) et O(43), O(2) et O(42), O(3) et O(41)). Les liaisons
hydrogénes sont fortes et symétriques (Tableau IV. 4). De plus, nous pouvons considérer que chaque
proton est équitablement partagé entre les oxygenes des deux ligands qui possédent chacun une charge
+3/2.
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[Nd,H;(thqtcen),](OTH); [Yb,H;(thqten),](OTH);,
D dJD-H) /A _dH. A A D dD-H) A dH.ATA
o 112(4) 1.32(4) o) T45(11)  1.31(11)
o) 1.16(5) 1.27(5) o(2) 105(10)  1.39(10)
0(3) 1.19(5) 1.24(5) 0(3) 117(11)  1.26(11)

Tableau IV. 4 : Distances entre le donneur D et I’accepteur A pour les liaisons hydrogénes.

Les distances moyennes O-O sont similaires pour les deux structures (2.433(6) A pour le complexe de
Nd(II) et 2.43(2) A pour le complexe d’Yb(III)). Chaque centre métallique a une sphére de
coordination identique a celle d’un complexe [Ln(thqgtcn)] pour laquelle les neufs atomes du ligand
sont liés au métal. Dans le cas du dimére, le polyédre de coordination trigonal tricappé de 1’ion
métallique est 1égérement plus distordu que dans le cas du monomére. L’angle formé par les deux
plans définis par les faces trigonales du dimeére est identique a celui du monomere (2°). Cependant, la
distance entre les deux barycentres est significativement plus longue : 3.67 A au lieu de 3.56 A pour le
Nd(III) et 3.60 A pour I’Yb(III). Ceci est en accord avec une diminution de I’affinité du métal pour les
oxygenes protonnés. En effet, si les distances moyennes M-N,yiginyi SONt identiques pour les structures
dimériques et monomériques (2.58(1) A et 2.61(2)A respectivement), les distances M-O sont plus
longues dans le dimére (2.48(3) A au lieu de 2.40(1) A). Il en résulte une distance plus courte pour les
azotes du macrocycle dans le dimére par rapport au monomeére (2.58(1) A et 2.79(1) A
respectivement). Toutefois, ces deux distances sont relativement proches et indiquent que 1’influence
de la protonation du ligand sur la force de la liaison M-O reste faible. Notons que I’angle de torsion
entre les atomes des faces rectangulaire reste inchangé. Les valeurs des distances M-L et les valeurs
des angles O-M-N entre deux atomes donneurs d’une méme unité hydroxyquinoléine sont présentées

dans le Tableau IV. 5.
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[Nd,H;(thqten),](OTf);  [Yb,H;(thgten),](OTH),

M(1)-0(1) 2.5145(18) 2.405(4)
M(1)-0(2) 2.5044(18) 2.399(4)
M(1)-O(3) 2.4845(18) 2.367(4)
M(1)-N(1) 2.577(2) 2.473(5)
M(1)-N(2) 2.591(2) 2.489(5)
M(1)-N(3) 2.569(2) 2.466(5)
M(1)-N(4) 2.672(2) 2.579(6)
M(1)-N(5) 2.693(2) 2.614(6)
M(1)-N(6) 2.686(2) 2.615(5)
M(2)-0(41) 2.4645(18) 2.351(4)
M(2)-0(42) 2.4700(18) 2.356(4)
M(2)-0(43) 2.4929(18) 2.385(4)
M(2)-N(41) 2.598(2) 2.480(5)
M(2)-N(42) 2.598(2) 2.478(6)
M(2)-N(43) 2.586(2) 2.486(5)
M(2)-N(44) 2.703(2) 2.642(5)
M(2)-N(45) 2.702(2) 2.626(6)
M(2)-N(46) 2.707(2) 2.623(6)
O(1)-M(1)-N(4) 122.41(6) 126.18(16)
0(2)-M(1)-N(5) 122.12(6) 125.65(16)
O(3)-M(1)-N(6) 123.81(7) 127.36(17)
O(41)-M(2)-N(44) 122.46(6) 126.38(16)
0(42)-M(2)-N(45) 121.59(6) 125.46(17)
0(43)-M(2)-N(46) 121.20(6) 125.23(16)

Tableau IV. 5 : Distances aux centres métalliques (en A) pour les complexes [Ln,H;(thqtcn),](OTf);
(Ln =Nd, Yb).

Une quantité¢ suffisante de longues aiguilles jaunes de [Yb,Hs(thqtcn),](OTf); a été isolée pour
effectuer la mesure du rendement quantique a 1’état solide. Une fois cristallisé, le dimére est trés peu
soluble dans I’eau et dans le méthanol. Le résultat des mesures de luminescence a 1’état solide sera

présenté au paragraphe suivant.

- Etudes de luminescence

Les mesures de luminescence des complexes émettant dans I’infrarouge ont fait 1’objet d’une
collaboration avec le laboratoire du Pr. J. C. Biinzli a ’EPF Lausanne. Les complexes [Ln(thqtcn)] ont
été étudiés a 1’état solide. L’excitation large bande du ligand a 370 nm (27 027 cm™) permet de
sensibiliser efficacement le métal. Les spectres d’émission posseédent les transitions f-f caractéristiques
des complexes émettant dans 1’infrarouge (Figure IV. 26). Le complexe [Yb(thqtcn)] est caractérisé
par une bande large entre 920 et 1200 nm possédant un maximum a 976 nm, correspondant a la
transition *Fs,~> F,,, et aux transitions vibroniques associées. Le spectre du complexe [Nd(thqtcn)]
indique la présence de trois bandes d’émission, situées entre 845 et 1438 nm. Les deux principales,
entre 845 et 930 nm et entre 1020 et 1130 nm sont respectivement attribuées aux transitions
*Fin> Tiipn et *F3p> “Fopn: une autre bande moins intense est ¢galement présente entre 1290 et

1438 nm et correspond a la transition *F3p> *I13». Enfin, le complexe [Er(thqtcn)] présente quatre
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bandes aux alentours de 1533 nm, en adéquation avec la transition M3p> Y50 Les quatre bandes,
observées a 1474, 1514, 1556 et 1611 nm correspondent aux transitions vers les différents sous-

niveaux de ’état s, et sont caractéristiques de I’influence du champ du ligand.

6 -
4I13/2 > 4|15/2
5 -
4 [Er(thgtcn)]
4|:3/2 2 4I9/2
: 3 A 4F3l2 > 4I11/2
4F3l2 > 4I13/2

9 [Nd(thgtcn)]
1 s > 2F 4

[Yb(thgtcn)]
0 T T T T T T T T 1

800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

Al nm

Figure IV. 26 : Spectres d’émissions normalisés (A.,= 370 nm) des complexes [Ln(thqtcn)] a I’état solide
(Ln=Yb, Nd, Er).

Aprés excitation du ligand, une décroissance temporelle mono exponentielle de la luminescence des
états Nd(4F3/2), Yb(st/z) et Er(4113/2) est observée. Les temps de vie ainsi associés ainsi que les

rendements quantiques absolus sont reportés dans le Tableau IV. 6.

Aex ¢ Aom (M) Do (Yo) Tobs (11S)

[Yb(thqtcn)] 370:976 0.60(2) 7.13(2)
[Yb,H;(thqten),](OTf), 370:978 0.26(1) 4.05(2)
[Nd(thqtcn)] 363 : 1063 0.10(1) 0.494(5)
[Er(thqtcn)] 371 : 1509 4.32:10° (10 1.17(2)

Tableau IV. 6 : Temps de vie de luminescence et rendements quantiques des complexes [Ln(thqtcn)] a
I’état solide (Ln = Yb, Nd, Er).

224



Sondes luminescentes

Les temps de vie de luminescence des complexes [Ln(thqtcn)] sont supérieurs a ceux obtenus dans
I’eau pour les autres ligands podants étudiés jusqu’ici (5.79(1), 0.25(3) et 0.65(3) pour les complexes
du ligand TsoxMe en solution aqueuse avec les ions Yb(III), Nd(III) et Er(III))™"\. Ils sont comparables
aux valeurs obtenues trés récemment a 1’état solide par M. Albrecht et al avec un dérivé du 2-
carboxamide-8-hydroxyquinoléine (Figure IV. 17 avec X =Y = H) : 11.1 us avec I’Yb(III), 0.39 pus
avec le Nd(III) et 1.15 ps pour PEr(III).”*

De méme, les rendements quantiques des complexes de Yb(III) et Nd(III) sont deux fois plus
importants que ceux mesurés avec le ligand TsoxMe (Figure IV. 14) ; la luminescence de I’ion Er(III)
est cent fois plus intense. Les valeurs des rendement quantiques sont également trés proches de celles
obtenues par M. Albrecht et ses collaborateurs : 0.56(5) % pour le complexe d’Yb(III), 0.14(2) %
avec le Nd(III) et 12-107 % avec I’Er(III).

Une nette diminution du rendement quantique et du temps de vie associé est observée pour I’espece
dimérique [Yb,H;(thqtcn),](OTf);. Cette diminution peut étre associée a la présence des protons des
groupements hydroxyle qui représentent des oscillateurs O-H supplémentaires a proximité du métal et

favorisent la désexcitation non-radiative.

Afin d’étudier I’effet de la plateforme 1,4,7-triazacyclononane sur la luminescence des complexes

émettant dans l’infrarouge, nous avons déterminé une valeur approchée du rendement quantique

intrinséque d)iz pour les complexes [Ln(thqtcn)] (Ln = Yb, Nd, Er). De méme que pour les ions

Eu(III) et Tb(IlI), le rendement quantique intrinséque des ions Yb(III), Nd(III) et Er(IIl) est donné par
le rapport du temps de vie mesuré dans H,O sur le temps de vie radiatif tx (Equation IV.2). Les
valeurs des temps de vie radiatifs communément utilisées pour les ions aqua sont les suivantes :
0.42 ms avec le Nd(III), 0.66 ms avec I'Er(IIH*’ et 2.0 ms avec IYion Yb(II)."” Etant donné
qu’aucunes des transitions de ces trois ions n’est influencée par la symétrie, nous pouvons considérer
en premicre approximation, que les temps de vie radiatifs de nos complexes sont €gaux a ceux reportés

pour les complexes aqua (Tableau IV. 7).

7 (ms) D) (%) Mens
[Yb(thqten)] 2.0 0.36 >1
[Yb,H;(thqten),](OTH); 2.0 0.20 >1
[Nd(thqtcn)] 0.42 0.12 0.85
[Er(thqtcn)] 0.66 0.12 0.024

Tableau IV. 7 : Rendements quantiques intrinséques et facteur de sensibilisation estimés pour les
complexes [Ln(thqtcn)] (Ln = Yb, Nd) a I’état solide.
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Les données sont en accord avec une sensibilisation efficace des trois ions: le facteur de
sensibilisation est environ égal a 0.02 pour I’Er(IIl), proche de 0.9 pour I’ion Nd(III), tandis que des
valeurs supérieures a 1 sont obtenues pour les deux complexes avec 1’ion Yb(III). Cela signifie que le
temps de vie radiatif est supérieur a 2 ms dans nos systémes. Des valeurs légérement inférieures ont
été obtenues en solution par S. Comby et al pour les complexes avec le ligand Tsox (0.01 pour I’ion

Er(III), 0.7 pour I’ion Nd(IIT).!"

I1.2.2. Syntheése et étude des complexes avec le ligand
Hethqtcn-SO;

Afin de permettre une meilleure comparaison des propriétés de luminescence des complexes du
tripode thqten® avec les composés tétrapodaux et dans le but d’une application pour I’imagerie
biomédicale, la synthése d’analogues solubles dans 1’eau a été envisagée. La sulfonation de
I’hydroxyquinoléine est connue pour augmenter la solubilité des complexes dans 1’eau, grace a la

formation d’espéces chargées.® Nous avons donc préparé le ligand Hthqten-SO; (Figure IV. 19).

- Synthése et caractérisation du complexe [Nd(thqtcn-SOs)F en solution

Au vu du comportement similaire des complexes des lanthanides avec le ligand Hsthqten sur toute la
série, seul le complexe avec I’ion Nd(III) a été étudié. Le complexe de [Nd(thqten-SO;)]* a été
préparé in situ en dissolvant des quantités équimolaires de ligand et de sel de lanthanide Nd(OTf);

dans D,0O et en ajustant le pD a 7.7 avec une solution de NaOD dans D,0.

Qui(SO57)(O")

[

Ny

2
. /- / 3
Qui(SO3)(0") < L3+ > 4

# = (CH,)ten

Figure IV. 27 : Spectre RMN "H d’une solution 1: 1 Nd : H;thqten dans D,O, pD = 7.7, 400 MHz, 70°C.
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Les spectres RMN 'H dans 1’eau (a 25°C et a 70°C) sont en accord avec la formation d’une espéce
rigide de symétrie C; comparativement a ce qui avait été observé pour les complexes protonnés du
ligand Hsthqten (Figure IV. 27). Dix résonances sont observées. Les signaux ont été attribués apres
analyse des couplages scalaires et de I’effet Overhauser. Les protons méthyléne diastéréotopiques du
cycle triazacyclononane donnent naissance a quatre signaux (8 = 0.62, 1.30, 1.75 et 4.50 ppm) ; deux
résonances sont attribuées aux protons méthylénes des bras (6 = 5.16 et 5.54 ppm) et les quatre

derniéres correspondent aux protons de 1I’hydroxyquinoléine (& = 6.81, 8.75, 9.46 et 10.52 ppm).

- Etudes de luminescence

Les complexes [Ln(thqtcn-SO5)]* ont été étudiés en solution dans le tampon Tris 2 pH = 7.4. Les
complexes ont été synthétisés in situ en mélangeant le ligand Hethqten-SO; et le sel de lanthanide
Ln(OTf); correspondant dans les proportions stcechiométriques.

Les spectres d’émission sont représentés Figure I'V. 28 et sont similaires a ceux obtenus a 1’état solide

pour les complexes [Ln(thqtcn)].

6 -
*l1arz > *lispo
5 i
4l [Er(thqtcn-SO;)*
“Faz > Yo "Far > *lin
55
©
*Fa > s
, | [Nd(thqtcn-SO3)]*
11 *Fsi > *F
[Yb(thqtcn-SO3)]*
O T T T T T T T T T 1
800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

Al nm

Figure IV. 28 : Spectres d’émissions normalisés (A.,= 370 nm) des complexes [Ln(thqtcn-SO;)] en
solution dans le tampon Tris (pH = 7.4) (Ln = Yb, Nd, Er).

Les rendements quantiques et les temps de vie associés ont été déterminés par excitation du ligand a

370 nm (Tableau IV. 8).
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Aot Ao (M) @m0 (%) Prorv2o (0) 7150 (s) o (us)  q£0.2
[Yb(thqten-SO3)> 370 : 978 0.14 (1) 0.55(5) 2.05 (4) 8.63(4) 0.17
[Nd(thqten-SO3)] > 370 : 1065 0.016 (1) 0.047(7) 0.16 (3) 0.413(23) 0.1
[Er(thqten-SO3)] > 370 : 1509 <2107 5.7-10°(10*  nonmesurable  0.642(35) -

Tableau IV. 8 : Temps de vie de luminescence et rendements quantiques des complexes [Ln(thqtcn-SO3)]
en solution dans le tampon Tris (pH 7.4) et dans D*O (Ln = Yb, Nd, Er).

De maniére similaire aux études réalisés pour les complexes de Tb(III) et de Eu(IIl) dans le visible, la
mesure des temps de vie de luminescence dans I’eau et dans D,O permet, dans le cas des complexes
d’Yb(III), d’accéder au nombre de molécules d’eau dans la premiére sphére de coordination du
complexe. Les équations sont rappelées en Annexe 1. Les résultats confirment 1’absence de molécules
d’eau, en accord avec un complexe nona-coordonné, conformément aux structures cristallographiques
obtenues pour le complexe [Yb(thqtcn)] non sulfoné : q = 0.17 pour le complexe avec 1’ion Yb(III) et
q = 0.1 pour le complexe avec 1’ion Nd(III). La valeur résiduelle est liée a I’incertitude de la méthode
et provient vraisemblablement de la contribution soit de molécules d’eau dans la seconde sphére de

coordination du complexe, soit des oscillateurs C-H & proximité du centre métallique./’"

Les complexes [Ln(thgtcn)-SO;]° avec les ions Yb(III) et Nd(III) se classent parmi les complexes
émettant dans 1’infrarouge les plus luminescents en solution aqueuse. Leurs rendements quantiques
sont similaires & ceux obtenus pour les complexes de fluorexon”” (Figure IV. 14). Cependant, les
rendements quantiques mesurés sont environ deux fois plus faibles que ceux obtenus pour les
complexes avec le tétrapode TsoxMe et sont sensiblement égaux aux valeurs reportées cette année par

S. Comby et al. pour les complexes avec le ligand tripodal T20xMe!**((Figure IV. 13).

Les rendements quantiques intrinséques et les rendements de sensibilisation ont également été calculés
de maniére analogue aux complexes avec les ligands non-sulfonés. Les valeurs, dans 1’eau et dans le

D,0, sont rassemblées dans le tableau ci-dessous (Tableau IV. 9).

g (MS) CDEZ sia0 (Y0) CDfZ spao (Y0) Tsens,H20 Tsens,D20
[Yb(thqtcn-SO5)[* 2.0 0.10 0.43 > 1 > 1
[Nd(thqten-SO3)] * 0.42 0.04 0.10 0.42 0.48
[Er(thqten-SO;)] + 0.66 - 0.10 - 0.06

Tableau IV. 9 : Rendements quantiques intrinséques et facteur de sensibilisation estimés pour les
complexes [Ln(thqtcn-SO3)]3' (Ln =Yb, Nd) dans H,O et dans D,O.
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Encore une fois, les rendements de sensibilisation des 1’ion Yb(III) sont supérieurs a 1 et indiquent que
le temps de vie radiatif du systéme est supérieur a 2 ms. Les facteurs de sensibilisation des ions
Nd(III) et Er(II) sont du méme ordre de grandeur pour les complexes avec le ligand thqten-SOs” que
ceux observés a I’état solide avec le ligand thqten®. De maniére similaire a ce qui a été observé dans la
série avec les ligands dérivés du picolinate, les rendements quantiques intrinséques sont supérieurs
pour les complexes [Nd(thqtcn-SO5)]* a ceux obtenus pour les complexes avec le ligand tétrapodal
Tsox (0.04 % au lieu de 0.03 %). Cependant, au vu des faibles variations observées et des
approximations effectuées pour la détermination de temps de vie radiatif, il est difficile de conclure de
maniére définitive quant a DI’effet de la plateforme 1,4,7-triazacyclononane sur les rendements
quantiques intrinséques des complexes émettant dans I’infrarouge. Pour pouvoir observer 1’effet de la
géométrie du ligand, il faudrait pouvoir d’affranchir des vibrations dues aux liaisons C-H. Par

exemple, la deutération ou la fluorination du ligand est envisagée.

En conclusion, nous avons montré que la luminescence des complexes de lanthanide est trés sensible
aux propriétés structurales du complexe. L’influence du chromophore fait 1’objet de nombreuses
études encore aujourd’hui La rigidité et la symétrie jouent également un role dans 1’amélioration des
propriétés de luminescence d’un complexe donné. En particulier, il semblerait que les complexes de
symétrie C; basés sur le pivot 1,4,7-triazacyclononane conduisent a des rendements quantiques
intrinséques particulierement élevés pour 1’ion Eu(Ill), et dans une moindre mesure pour le Nd(III).
Nous avons utilisé cette architecture pour la synthése de complexes qui possédent des rendements

quantiques élevés en solution aqueuse. En effet, les complexes [Ln(thqtcn-SO5)]* (Ln = Yb, Nd) se
situent parmi les cinq complexes les plus luminescents dans 1’infrarouge (® fo': =0.14 % et 0.016%).

Leurs analogues non-sulfonés [Ln(thqtcn)] possédent également des propriétés trés intéressantes a
I’état solide. Quant au complexe [Tb(tpatcn)], il rivalise avec le complexe de Tb(IIl) le plus

luminescent de la littérature avec un rendement quantique de 60 %.
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Dans ce travail de thése, nous avons étudié la complexation des Ln(Ill) avec deux séries de ligands
tripodes dérivés du picolinate a pivot 1,4,7-triazacyclononane d’une part, et a pivot azote central
d’autre part. L’objectif principal de ce travail était de corréler la structure et 1’architecture, aux
propriétés de relaxivité des complexes de Gd(III), a leur stabilité thermodynamique et a 1’efficacité de
luminescence des complexes émettant dans le visible (Tb(III) et Eu(Ill)) et dans I’infrarouge (Yb(ILI),
Nd(IID) et Er(I1)).

Notre premier axe de recherche a été dédié¢ a 1’étude de I’influence de la composition et de la symétrie
de la sphére de coordination du métal sur sa vitesse de relaxation électronique. Il s’inscrit dans la
continuité du travail réalisé sur le complexe Cs;-symétrique [Gd(tpacn)] qui posséde une relaxation
¢électronique exceptionnellement lente a bas champ. Ce résultat avait été attribué d’une part a la
symétrie élevée du complexe, et d’autre part, a sa rigidité et a un champ du ligand faible. Afin
d’évaluer ces deux derniéres contributions, le ligand Hs;bpatcn, analogue dissymétique du ligand
Hstpaten, a été étudié. Nous avons montré que le complexe formé avec 1’ion Gd(III) incorpore une
molécule d’eau dans sa sphére de coordination et posséde de ce fait une relaxivité analogue a celle des
agents de contraste commerciaux [Gd(DTPA)(H,0)]* et [Gd(DOTA)(H,0)]. Une étude structurale
par RMN 'H a mis en évidence 1’existence d’un échange lent entre deux énantioméres de symétrie C;
en solution. Une nouvelle méthode d’étude de la relaxation électronique basée sur I'utilisation de
solutés sondes a été mise au point. Elle fait intervenir une description théorique plus précise de la
relaxation électronique tenant compte des fluctuations du Zero Field Splitting liées a la rotation du
complexe. Ainsi, nous avons montré que la relaxation électronique en champ nul du complexe
[Gd(bpatcn)(H,0)] est similaire a celle de son analogue symétrique [Gd(NOTA)(H,0),] et qu’elle
reste lente aux champs de I’IRM en comparaison des complexes classiques. Ces résultats confirment
que la plateforme 1,4,7-triazacyclononane et la présence de groupements picolinate sont favorables a
une relaxation électronique lente. Les paramétres dynamiques du systéme (son temps de corrélation
rotationnelle et la vitesse d’échange des molécules d’eau dans sa premiére sphere de coordination) ont
également été déterminés. La cinétique d’échange de 1’eau est caractéristique d’un complexe a
échange lent du type [Gd(DTPA)(H,0)]* et est nettement inférieure a la vitesse optimale prédite par la

théorie.

L’optimisation simultanée de la relaxation électronique et de la vitesse d’échange des molécules d’eau
en sphére interne est nécessaire pour obtenir des relaxivités élevées aprés greffage des petits
complexes sur une macromolécule. Si les développements en mati¢re de relaxation €électronique sont
peu nombreux, nous savons que, pour des systémes mono-aqua, I’introduction d’un encombrement
stérique au niveau du métal accélere 1’échange de 1’eau. En appliquant cette stratégie, deux analogues
du complexe [Gd(bpatcn)(H,O)] ont été développés : le complexe [Gd(ebpatcn)(H,0)], incorporant un
groupement propionate et le complexe [Gd(pbpatcn)(H,O)] qui posseéde un groupement phosphonate.
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Conformément a nos attentes, la vitesse d’échange a été multipliée par un facteur supérieur a 100.
Cependant, ’incorporation du groupement phosphonate se traduit par une relaxation électronique
défavorable, qui devient extrémement rapide quel que soit le champ considéré et méme 1’une des plus
rapides observée jusqu’ici. En revanche, les mesures effectuées sur le complexe [Gd(ebpatcn)(H,0)]
semblent indiquer des propriétés de relaxation électroniques favorables (similaires a celles du
complexe [Gd(bpatcn)(H,0)]). L’étude quantitative de sa relaxation €lectronique devrait tre réalisée
au laboratoire dans un futur proche. De plus, des travaux sont en cours en vue d’étudier 1’influence de
I’hétérocycle sur la relaxation €lectronique ; notamment I’étude du complexe de Gd(III) avec le ligand
H;thqten-SOs. Afin de vérifier I’influence des atomes d’azote donneurs sur la relaxation électronique,

des nouveaux systémes symétriques polyazotés sont également en cours d’élaboration.

Cependant, si les agents macromoléculaires a relaxation électronique lente sont intéressants pour les
champs de I’imagerie actuels, ils ne sont pas utilisables pour les techniques d’imagerie & hauts champs
en cours de développement. Pour ce type d’applications, les complexes de taille intermédiaire
possédant plusieurs molécules d’eau dans leur sphére de coordination sont les plus prometteurs. Ainsi,
nous avons modifié¢ la structure du complexe bis-aqua [Gd(tpaa)(H,O),] dont la relaxivité est
encourageante mais la solubilité trop faible. Les complexes [Gd(dpaa)(H,0) 5], [Gd(dpaba)(H,0),] et
[Gd(mpatcn)(H,0),] résultants possédent une structure rigide en solution avec entre 2 et 3 molécules
d’eau dans leur premiére sphere de coordination. Ces complexes ont montré une relaxivité élevée dans
I’eau a haut champ, en accord avec leur nombre d’hydratation élevé et une vitesse d’échange de 1’eau
en sphére interne rapide. Leurs parametres dynamiques (coefficient de diffusion translationnelle,
vitesse d’échange de 1’eau et temps de corrélation rotationnelle) ont été déterminés de manicre
indépendante par une nouvelle méthode spécialement mise au point. Un des inconvénients des
systémes dont le nombre d’hydratation est supérieur a un, est lié¢ au déplacement des molécules d’eau
de sphére interne par les ligands biologiques. De ce fait, nous avons étudié de maniére qualitative
I’influence des anions endogeénes et des protéines sur la relaxivité. Nous avons montré, que méme si
I’interaction des anions endogénes au niveau du centre métallique conduit a un déplacement partiel des
molécules d’eau, la relaxivité reste supérieure a celle des agents de contraste mono-aqua de premicre
génération. De plus, leur relaxivité est 1égérement supérieure dans le sérum. Des différences d’affinité
sont observées pour les trois complexes [Gd(dpaa)(H,O);], [Gd(dpaba)(H,O),] et

[Gd(mpatcn)(H,0),], indiquant que celle-ci est fortement influencée par I’architecture du complexe.

Nous avons également étudié 1’apport du groupement picolinate a la stabilité des complexes de Gd(III)
selon qu’il soit incorporé dans 1I’une ou 1’autre des deux architectures. Les deux séries de ligand ont
conduit a la formation de complexes relativement stables en solution aqueuse. Des pM variant de 12.3
pour le complexe avec le ligand heptadente dpaa® a pM = 14.9 avec le ligand nonadente tpatcn® ont

été mesurés. Au sein d’'une méme série, la stabilité thermodynamique d’un complexe est d’autant plus
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importante que les interactions électrostatiques avec le ligand sont fortes et que 1’effet chélate est
important. Toutefois, il est intéressant de noter que le complexe bis-aqua [Gd(dpaba)(H,0),] possede,
a pH physiologique, une stabilit¢ analogue (pM = 13.3) a celle du complexe mono-aqua
[Gd(bpatcn)(H,0)] (pM = 13.6).

En général, les complexes possédant des valeurs de pM inférieures a 15-16 ont montré une toxicité in
vivo. Pour une utilisation in vivo, il est donc indispensable d’augmenter encore la stabilité
thermodynamique des complexes. L’utilisation d’amines aromatiques plus basique (imidazole,
tétrazole) pourrait étre envisagée. Notons également que D’inertie cinétique de nos systémes est a

améliorer.

L’intérét de ces structures est qu’elles conduisent a 1’élaboration de sondes bimodales qui possédent
une luminescence intense si 1’ion Gd(III) est remplacé par le Tb(Ill), et dans une moindre mesure
I’Eu(III). En dépit de la présence de molécules d’eau dans leur sphére de coordination, des rendements
quantiques importants voire nettement supérieurs aux complexes de Ln(Ill) commerciaux ont été
obtenus. La comparaison des rendements quantiques absolus et intrinséques sur toute la série a permis
de mettre en évidence I’importance de la symétrie et de la rigidité des complexes sur leur efficacité de
luminescence. Nous avons montré que les complexes tripodaux basés sur I’architecture 1,4,7-
triazacyclononane sont plus luminescents que leurs analogues tétrapodaux. Leur rendement quantique
intrinséque est bien meilleur et semble indiquer une meilleure protection du métal vis-a-vis des
désexcitations non-radiatives. En particulier, avec un rendement quantique absolu de 60%, le
complexe [Tb(tpatcn)] est I’un des plus luminescents d’apres les données de la littérature. Au vu du
succeés de ce type d’architecture, nous avons utilisé cette méme plateforme pour la synthése de
complexes émettant dans 1’infrarouge. Les complexes [Ln(thqtcn)] insolubles possédent une
luminescence intense a I’état solide. De méme, les rendements quantiques de leurs analogues sulfonés

[Ln(thqten-SO5)]” (Ln = Yb, Nd) se situent parmi les cinq meilleurs en solution aqueuse

(CDZ =0.14% et 0.016%). Afin de pouvoir rationnaliser d’avantage ces résultats, il serait intéressant

de pouvoir quantifier le rendement du transfert d’énergie du ligand vers le métal. Pour cela, la mesure

des états triplets des différents ligands est envisagée.

Finalement, méme si les stabilités de nos complexes semblent faibles pour une utilisation in vivo chez
I’homme, ’utilisation de ces complexes pour I’imagerie du petit animal a ét¢ testée. Des injections de
complexes [Gd(dpaba)(H,O),] ont été réalisés chez le rat ; aucun déces n’a été constaté durant les
trois premicres heures suivant 1’injection révélant I’absence de toxicité aigue. Des images IRM du
cerveau ont pu étre réalisées en collaboration avec le Laboratoire de Neuroimagerie Fonctionnelle et
Métabollique de Grenoble (UMR UJF/INSERM U594). Nous avons observé que 1’agent de contraste

se distribue essentiellement dans les vaisseaux sanguins des muscles (Figure 1).
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Figure 1: Images de cerveaux de rats pondérées T; a 2.35 T avant (2 gauche) et aprés injection de
[Gd(dpaba)(H,0),] (0.056 mmol/kg) (a droite) ainsi que le rehaussement observé dans le muscle et dans le
cerveau en fonction du temps.

Ces expériences préliminaires sont encourageantes et ’utilisation de tels systémes pourrait &tre
envisagée pour des tests expérimentaux sur les petits animaux. De méme, des études de luminescence

in vivo sont envisagées.
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Partie expérimentale

I. Généralités

IL.1. Réactifs et solvants

Les solvants et les réactifs commerciaux proviennent de chez Aldrich, Fluka, Acros, Alfa ou Carlo
Erba et ont été utilisés sans purification supplémentaire sauf si spécifié.  L’acétonitrile, le
dichlorométhane et le méthanol anhydres sont achetés chez Aldrich et utilisés sans purification
supplémentaire. Le tétrahydrofurane (THF) anhydre est obtenu par distillation sur potassium en
présence de benzophénone. La triéthylamine est séchée par distillation sur hydroxyde de potassium. La
verrerie utilisée est systématiquement séchée a 1’étuve a 130°C puis a ’aide de 5 cycles vide/argon.
Les sels de lanthanides anhydres Ln(OTf); et hydratés LnCl;.xH,O proviennent de chez Aldrich et

Alfa Aesar. Ceux-ci sont dosés avant utilisation (voir § IIL.).
L2. Chromotographies

I.2.1. CCM et colonnes

Les chromatographies sur couche mince ont été réalisées sur des plaques de gel de silice 60 F,s, Merck
ou sur des plaques d’oxide d’aluminium 60 F,s, neutre Merck.
Les chromatographies sur colonne ont été réalisées sur gel de silice Si 60 (40-63 pum) Merck ou sur

oxide d’aluminium 90 activité III (4.9 % d’eau en masse, 63-200 pum) Merck.

1.2.2. HPLC

- HPLC analytique

Colonne : Détection (UV) :

- purosphere RP 18 - A=270nm

- p=5pum

- L=250 mm Eluants :

- J=5mm - A : CH;CN/H,O/TFA 90/10/0.1

- d=1 mL/min - B : H,O/TFA 99.925/0.075
Méthode :

Au départ, la colonne est conditionnée dans 1’éluant B (100 %). Trois gradients linéaires sont
successivement appliqués pour éluer le composé a analyser (jusqu’a atteindre une concentration en A
de 100%). Pour finir, un dernier gradient est appliqué jusqu’a atteindre a nouveau une concentration

en B de 100 %.
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Les gradients sont définis de la manicre
t(min) A (%) B(%)

suivante : 5 5 100
5 0 100
5.1 5 95
10 5 95
15 20 80
20 40 60
S . 25 100 0
Des injections de 20 mL de solution a 1 mg/mL dans la 2 100 0
solution B sont réalisées. 32 0 100
- HPLC préparative
Colonne : Détection (UV) :
- purosphere RP 18 - A=270nm
- p=10pum
- L=250 mm Eluants :
- @=50mm - A : CH;CN/H,O/TFA 90/10/0.1
- d=75mL/min - B : H,O/TFA 99.925/0.075
Méthode :
Au départ, la colonne est conditionnée dans
I’¢luant B (100 %). Quatre gradients linéaires
sont successivement appliqués pour éluer le
composé a analyser (jusqu’a atteindre une t (min) A (%) B(%)
concentration en A de 100%). Pour finir, un 0 0 100
3 0 100
dernier gradient est appliqué jusqu’a atteindre 31 5 95
a nouveau une concentration en B de 100 % et 8 5 95
la colonne est rincée avec 1’éluant B. Les b 20 80
18 40 60
gradients sont définis selon le tableau ci- 29 20 60
contre. 25 100 0
27 100 0
30 0 100
Des injections de 50 a 75 mg d’échantillon dans 2 mL de 32 0 100 solution

B sont réalisées.
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1.3. Caractérisation

Les spectres RMN 'H et '°C ont été enregistrés sur des spectrométres Brucker Avance DMX 200,
Varian Unity et Varian Mercury 400. Les déplacements chimiques sont donnés en ppm en utilisant le
signal résiduel du solvant comme référence interne. Les abréviations utilisées pour décrire la
multiplicité des signaux sont les suivantes : s (singulet), d (doublet), dd (doublet de doublet), t (triplet),
et m (multiplet).

Les spectres de masse d’ionisation par électrospray (ES-MS) ont été enregistrés en mode positif (ES™)

sur un spectrométre Finnigan LCQ a trappe d’ions.
La plupart des analyses élémentaires ont été effectuées, en milieu aéré, au Service Central d’Analyse

du CNRS a Vernaison. Les analyses ¢lémentaires sous atmosphére d’argon ont été réalisées au

laboratoire d’analyse des professeurs H. Malissa et G. Reuter, a Lindlar, en Allemagne.

II. Synthése des ligands

IL.1. Ligand Hsbpatcn

- 6-chloromethylpyridine-2-carboxylic acid ethyl ester (3)

Le 6-chloromethylpyridine-2-carboxylic acid ethyl ester a été synthétisé en 3 étapes a partir de 1’acide

2,6-dipicolinique commercial selon la procédure décrite par Fornasier et al.!"

- Pyridine-2,6-dicarboxylic acid diethyl ester (1) :
A une suspension de diacide picolinique (25.2 g, 150.8 mmol) dans I’ethanol (500 mL), on ajoute
goutte a goutte de I’acide sulfurique concentré (70 mL). Le mélange est ensuite porté a reflux pendant
18h. Apres évaporation de 1’éthanol, le milieu réactionnel est neutralisé (pH = 7) avec une solution de
NaHCO; de concentration massique 10%. Le pyridine-2,6-dicarboxylic acid diethyl ester est extrait
au chloroforme (5x250 mL). La phase organique est séchée sur Na,SO,4 anhydre, filtrée et évaporée a

sec (20 mmHg) pour donner le diester attendu sous forme d’un solide incolore (33.7 g, 100%).

] 2 Ci1Hi3NO4
| N PM = 22323
\/O N/ Ov
0 0
1
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RMN 'H (400 MHz, CDCLy): 8=1.45 (t, ] = 7.2 Hz, 6H, COOCH,CH;), 4.48 (q, J = 7.2 Hz, 4H,
COOCH,CH3), 7.99 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H,), 8.27 (d, ] = 7.8 Hz, 2H, H)).

- 6-hydroxymethyl-pyridine-2-carboxylic acid ethyl ester (2) :
A une solution de 1 (65.3 g, 292.5 mol) dans I’éthanol (500 mL), on additionne NaBH, (8.9 g, 233.4
mmol) par portions sur lh a température ambiante. Aprés 1h, le mélange est chauffé a 50°C. La
réaction est suivie par CCM : la formation de 1’alcool 2 souhaité et du diol 2,6-dihydroxymethyl-
pyridine comme produit secondaire est observée. La réaction est stoppée aprés 1h30. Le mélange
réactionnel est ensuite concentré a demi. NaBH, en excés est hydrolysé avec de I’eau MilliQ (300 mL)
puis le mélange est concentré a nouveau. L’alcool désiré 2 est extrait au chloroforme (3%300 mL). La
phase organique est séchée sur Na,SO, anhydre, filtrée et évaporée a sec (20 mmHg) pour donner,

aprés recristallisation dans 1’éthanol, 1’alcool 2 sous forme d’un solide blanc (24.1g, 45%).

1 2 ; CoH;1NO;
| ~ PM = 181.19
~_O P OH
o)
2

RMN 'H (400 MHz, CDCLy): 8=1.46 (t, ] = 7.0 Hz, 3H, COOCH,CH), 4.50 (q, J = 7.0 Hz, 2H,
COOCH,CHs), 4.87 (s, 2H, CH,OH), 7.49 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Hs), 7.86 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H,), 8.03
(d,J =78 Hz, 1H, H)).

- 6-chloromethylpyridine-carboxylic ethyl ester (3) :
A 20 mL de chlorure de thionyle a 0°C, on additionne 1’alcool 2 (6.00 g, 33.11 mmol) par portions
sous agitation. Le mélange est agité pendant 1h a 0°C. Le chlorure de thionyle est distillé sous vide (20
mmHg) puis co-évaporé avec du toluéne (2 x10 mL). L huile obtenue est dissoute dans du toluéne
(80 mL) et lavée avec une solution saturée de NaHCO; (100 mL). La solution est extraite avec du
toluéne (2x25 mL). La phase organique est séchée sur Na,SO, anhydre, filtrée et évaporée a sec (20
mmHg, 30°C) pour donner le dérivé chloré sous forme d’une huile incolore. L’huile obtenue est
ensuite chromatrographiée sur colonne d’alumine activité I1I (50 g, CH,Cl,) pour obtenir le composé 3

sous la forme d’une huile jaune pale (6.08 g, 92%).

2 CoH;00,NCI
1 X 3
| PM=199.64
~_© N/ Cl
0 3
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RMN 'H (400 MHz, CDCLy): 8=1.44 (t, 3H, J = 7.0 Hz, COOCH,CH), 4.48 (q, 2H, J = 7.0 Hz,
COOCH,CH3), 4.79 (s, 2H, CH,Cl), 7.73 (d, ] = 7.6 Hz, 1H, H;), 7.89 (t, ] = 7.6 Hz, 1H, H,), 8.06 (d,
J=7.6Hz, 1H, H).

- 1,4-bis[(6-carbethoxypyridin-2-yl)methyl]-1,4,7-
triazacyclononane (4a) & 1-(6-carbethoxypyridin-2-yl)methyl]-
1,4, 7-triazacyclononane (4b)

A une solution du dérivé chloré 3 (0.200 g, 1.002 mmol) dans I’éthanol anhydre (2 mL) sous
atmosphére d’argon, on ajoute successivement le 1,4,7-triazacyclononane tris-HCI, (0.240 g, 1.002
mmol) et la diisopropylethylamine (0.62 mL, 3.757 mmol). Aprés 2h d’agitation a température
ambiante, le mélange réactionnel est porté a reflux. Aprés 18h, le brut réactionnel est évaporé a sec (10
mmHg) puis dissout dans un minimum de dichloromethane. Le triazacyclononane en exces est éliminé
par filtration et le solvant est évaporé (10 mmHg). Le produit brut obtenu correspond a un mélange
des dérivés mono-, bi- et tri-subsitués. Ces trois produits sont séparés par chromatographie flash sur
colonne d’alumine activité III (80g, CH,Cl,/EtOH 100/0, 90/10, 80/20 et 50/50). On obtient

majoritairement le dérivé bi-substitu¢ 4a désiré sous forme d’une huile jaune pale (0.142 g, 62%).

H ) C14sH33N504
1 _
2 ( w 2 3 PM = 455.55
EtO \N N N \N OEt
(0] 0]

4a
RMN 'H (CD;CN, 400 MHz, 298K): 8=1.35 (t, J = 7.0 Hz, 6H, COOCH,CH;), 2.70 (s, 4H,
N(CH,),N), 2.83 (t, J = 5.2Hz, 4H, N(CH,),N), 2.92 (t, ] = 5.2 Hz, 4H, N(CH,),N), 3.92 (s, 4H,
NCH:py), 4.38 (q, J = 7.0 Hz, 4H, COOCH,CHs;), 7.60 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H,), 7.75 (t, ] = 7.6 Hz, 2H,
H,), 7.92 (d, ] = 7.6 Hz, 2H, H;).
RMN "C (CD;CN, 100 MHz, 298 K): 8=14.51 (C primaire), 47.26, 52.15, 53.54, 62.37, 62.84 (C
secondaire), 124.20, 127.29, 138.46 (C tertiaire), 148.43, 161.71, 166.14 (C quaternaire).
ES-MS: m/z: 456.3 [M + HJ".

On isole aussi le dérivé le mono-substitué 4b (0.052 g, 18%) et le tri-substitué (0.011 g, 5%) sous la

forme d’une huile jaune pale (0.057g, 19%). Le rendement global de la réaction est de 85% par rapport

au dérivé chloré 3.

245



Partie expérimentale
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RMN 'H (CD;OD, 200 MHz, 298K): 6=1.43 (t, J = 7.0 Hz, 3H, COOCH,CH;), 2.84 (s, 8H,
N(CH,),N), 3.06 (s, 4H, N(CH.),N), 4.10 (s, 2H, CH:py), 4.46 (q, ] = 7.0 Hz, 2H, COOCH,CH3), 7.60
(d,J=7.6 Hz, 1H, H,), 7.96 (t, ] = 7.6 Hz, 1H, H,), 8.08 (d, ] = 7.6 Hz, 1H, H;).

ES-MS: m/z (%): 293.3 (100) [M + H]", 315.3 (20) [M + Na]".

O
Eto / CysHNGOs
N \ 5 PM =618.72
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OFEt
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RMN 'H (CD;CN, 400 MHz, 298K): 6=1.38 (t, J = 7.0 Hz, 9H, COOCH,CH;), 2.88 (s, 12H,
N(CH,),N), 3.85 (s, 6H, CHpy), 4.38 (q, ] = 7.0 Hz, 6H, COOCH,CH;), 7.75 (d, ] = 7.6 Hz, 3H, H,),
7.86 (t,J = 7.6 Hz, 1H, Hy), 7.94 (d, ] = 7.6 Hz, 1H, H;).

ES-MS: m/z (%) : 619 (100) [M + H]", 641 (20) [M + Na]".

Le triazacyclononane en exces, séparé par filtration du brut réactionnel est ensuite recyclé. Pour cela,
le résidu solide (0.064 g) est solubilisé dans de 1’eau milliQ (5 mL) puis une solution aqueuse d’HCI
IM (1.8 mL) est ajoutée. Le mélange est agité pendant 1 h a température ambiante puis concentré a
sec. Le solide est lavé a 1’éthanol et a I’éther. On obtient un solide blanc (0.062g) correspondant au

tacn.3HCI.
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- 1-carbethoxymethyl-4,7-bis[(6-carbethoxypyridin-2-yl)methyl]-

1,4, 7-triazacyclononane (5)

Sous argon, on ajoute successivement du chloroacétate d’éthyle (0.255 g, 2.08 mmol) et du K,CO;
(0.288 g, 2.08 mmol) a une solution de 4a (0.860 g, 1.89 mmol) dans I’acétonitrile anhydre (60 mL).
Le mélange réactionnel est porté a reflux pendant une nuit. Apres filtration sur fritté P3 et évaporation
du solvant (20mmHg), le produit brut obtenu est purifié par chromatographie flash sur colonne
d’alumine activité III (90 g, CH,Cl,/EtOH 100/0 a 98/2). On obtient une huile jaune correspondant au
composé 5 (0.568 g, 56%)).

C13H39N504

O
EtO)H PM = 541.65
N 2
1 3
EtO \N N N \N
(0] (e

OEt

RMN "H (400 MHz, CDCls, 298 K): 8=1.29 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CH,COOCH,CHj3), 1.46 (t, ] = 7.2 Hz,
6H, pyCOOCH,CHj3), 2.91 (s, 4H, N(CH;),N), 2.95 (s, 8H, N(CH,),N), 3.44 (s, 2H, CH,COOEt), 4.01
(s, 4H, NCH,py), 4.18 (q, J = 6.8 Hz, J = 7.0 Hz, 2H, CH,COOCH,CH3), 4.50 (q, J = 7.2 Hz, 4H,
pyCOOCH,CHj3), 7.83 (m, 4H, CH), 8.01 (t, J = 7.8 Hz, 2H, CH).

RMN "C (CD;CN, 100 MHz, 298 K): 8=14.54, 14.60 (C primaire), 55.29, 56.30, 60.82, 62.25 (C
secondaire), 124.11, 127.38, 138.34 (C tertiaire), 148.50, 166.19, 172.80 (C quaternaire).

ES-MS: m/z (%): 542.3 (100) [M + HJ", 564.3 (20) [M + Na]".

- 1-carboxymethyl-4, 7-bis[(6-carboxypyridin-2-yl)methyl]-1,4,7-
triazacyclononane (Hsbpatcn)

A une solution de 5 (0.298 g, 0.550 mmol) dans 1’éthanol (10 mL), on ajoute une solution aqueuse de
KOH 1M (6.5 mL). Le mélange réactionnel est porté a reflux pendant une nuit. Aprés évaporation du
solvant (20 mmHg), I’huile jaune ainsi obtenue est dissoute dans de 1’eau milliQ (~2.5 mL) et le pH
est ajusté a 1.5 par ajout d’une solution aqueuse d’HCI 1.2 M. L’évaporation lente de cette solution

donne des cristaux blancs de ligand Hsbpatcen. 2.5 KCI1. 2 HCIL. 4 H,O (0.310 g, 71%).
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C2:H27N506

0
HO)H PM = 457.49

RMN 'H (400 MHz, D,0, 298 K, pD 6.4): §=3.53 (s, 8H, N(CH,),N), 3.58 (s, 4H, N(CH,),N), 3.83
(s, 2H, CH,COOH), 4.50 (s, 4H, NCH.py), 7.58 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H;), 7.86 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H,),
7.96 (t,J = 7.6 Hz, 2H, Hs).

RMN “C (D,O, 100 MHz, 298 K): &= 50.55, 50.98, 51.08, 57.97, 59.03 (C secondaire), 125.18,
127.36, 140.66 (C tertiaire), 146.42, 153.50, 166.87, 170.51 (C quaternaire).

ES-MS : m/z (%): 458.2 (100) [M + H]", 496.2 (20) [M + KJ".

Analyse élémentaire calculée (%) pour CyHy/NsOg. 2.5 KCI. 2 HCI. 4 H,O (788.85) : C 33.49, H
4.73, N 8.88; expérimentale : C 33.49, H 4.72, N 8.77.

La teneur composition chimique a été confirmée par potentiométrie.

II.2, Ligand Hsebpatcn

- 1-carbethoxyethyl-4, 7-bis[(6-carbethoxypyridin-2-yl)methyl]-
1,4, 7-triazacyclononane (6)

Sous argon, on ajoute successivement du chloropropionate d’éthyle (0.129 g, 0.94 mmol) et de la
triéthylamine fraichement distillée sur KOH (0.221 mL, 1.57 mmol) a une solution de 4a (0.358 g,
0.79 mmol) dans I’acétonitrile anhydre (2 mL). Le mélange réactionnel est agité durant 30 minutes a
température ambiante puis porté a reflux pendant une nuit. Le brut réactionnel est ensuite concentré a
sec (20 mmHg) puis dissout dans du CH,Cl, (10 mL). Le brut réactionnel est lavé a 1’eau milliQ
(10 mL), la phase phase aqueuse est extraite 6 fois au CH,Cl,, puis la phase organique est séchée sur
Na,SO, anhydre et évaporée a sec (20 mmHg). Le produit brut obtenu est purifié par chromatographie
flash sur colonne d’alumine activité III (65 g, CH,Cl,/EtOH 100/0 a 95/5). On obtient une huile jaune
correspondant au composé 6 (0.197 g, 45%).
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Etojm Cy9H41NsOs
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RMN 'H (400 MHz, CD;CN, 298 K): 8=1.20 (t, ] = 7.0 Hz, 3H, (CH,),COOCH,CHj3), 1.35 (t, J=7.2
Hz, 6H, pyCOOCH,CH;), 2.38 (t, ] =6.6 Hz, 2H, CH,CH,COOEt), 2.71 (d, J = 4.4 Hz, 4H,
N(CH,),N), 2.76 (t, ] = 6.6 Hz, 2H, CH,CH,COOEt), 2.80 (d, ] = 4.4 Hz, 4H, N(CH,),N), 2.84 (s,
4H, N(CH,),N), 3.83 (s, 4H, NCH.py), 4.07 (q, J = 7.0 Hz, 2H, (CH,),COOCH,CHj3), 4.36 (q, ] = 7.2
Hz, 4H, pyCOOCH,CH3), 7.74 (d, ] = 7.6 Hz, 2H, H,), 7.85 (t, ] = 7.6 Hz, 2H, H,), 7.92 (d, J = 7.6
Hz, 2H, H;).

ES-MS: m/z (%): 556.3 (100) [M + H]", 578.3 (30) [M + Na]".

-  1-carboxyethyl-4,7-bis[(6-carboxypyridin-2-yl)methyl]-1,4,7-
triazacyclononane (Hsebpatcn)

A une solution de 6 (0.190 g, 0.34 mmol) dans 1’éthanol (5 mL), on ajoute une solution aqueuse de
KOH 1M (2.2 mL). Le mélange réactionnel est porté a reflux pendant une nuit. Aprés évaporation du
solvant (20 mmHg), 1’huile jaune ainsi obtenue est dissoute dans de I’eau milliQ (~3 mL) et le pH est
ajusté a 1.9 par ajout d’une solution aqueuse d’HCl 1.2 M. Les sels sont éliminés par lavages
successifs a 1’éthanol anhydre puis le produit obtenu est purifié par HPLC sur une colonne purosphére
RP 18(L = 250 mm, & = 50 mm et p = 10 um) avec un gradient HO/CH;CN/TFA (voir § 1.). On
obtient un solide blanc correspondant au ligand Hzebpaten. 3 CF;COOH. 0.6 H,0O (0.109 g, 39%).

Hoj‘m C23H29N505

O _N 2 PM=471.51
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RMN 'H (400 MHz, D,0, 298 K, pD 2.4): 8=2.68 (t, ] = 6.6 Hz, 2H, CH,CH,COOH), 3.57 (s, 4H,
N(CH,),N), 3.64 (t, ] = 6.6 Hz, 2H, CH,CH,COOH), 3.67 (d, ] = 4.4 Hz, 4H, N(CH,),N), 3.71 (d, J =
4.4 Hz, 4H, N(CH,),N), 4.53 (s, 4H, NCH.py), 7.63 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H,), 7.95 (t, ] = 7.6 Hz, 2H,
H,), 8.06 (d, ] = 7.6 Hz, 2H, H;).

ES-MS : m/z (%): 472.14 (100) [M + H]".
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Analyse élémentaire calculée (%) pour Cp3Hy9NsOg. 3 CF;COOH. 0.6 H,O (824.38) : C 42.25, H
4.06, N 8.50; expérimentale : C 42.15, H 4.26, N 8.61.
La pureté a ét¢ confirmée par dosage RMN 'H en présence d’acétate de sodium et de

méthanesulfonate de sodium comme références.

I1.3. Ligand Hpbpatcn

-  Tri-ter-butyl phosphite (7)

Le tri-ter-butyl phosphite a été synthétisé selon une procédure décrite par H.C. Manning et al.”! On
mélange sous argon du fer-butanol (0.925 g, 12.48 mmol) et de la triéthylamine (1.93 mL, 13.73
mmol) dans de 1’éther anhydre a 0°C. Une solution de trichlorure de phosphore (0.571 g, 4.16 mmol)
dans I’éther anhydre (6 mL) est ajoutée goutte a goutte. La température du mélange réactionnel est
maintenue en dessous de 5°C avec un mélange eau/glace/NaCl. Le mélange est ensuite agité pendant
1h a 2-5°C puis 12h a température ambiante. Apres filtration sur fritté P4 et évaporation du solvant
(20mmHg), on obtient une huile jaune qui est recristallisée dans le n-hexane pour donner le composé 7
(0.957 g, 92%) sous forme d’aiguilles incolores.

RMN 'H (400 MHz, CDCls, 298 K): 8=1.47 (s, 9H, OC(CHs)y).

- 1-(di-ter-butoxy-phosphoryl-methyl)-4, 7-bis[(6-
carbethoxypyridin-2-yl)methyl]-1,4, 7-triazacyclononane (8)

Sous argon, on ajoute du paraformaldéhyde (0.198 g, 6.58 mmol) a une solution de 4a (0.377 g, 0.83
mmol) dans le THF anhydre fraichement distillé (20 mL). Le mélange réactionnel est agité pendant 2h
a température ambiante. On ajoute ensuite le tri-fer-butyl phosphite 7 (0.166 g, 0.66 mmol) et le
mélange est chauffé a 50°C. La réaction est suivie par CCM (CH,Cl,/EtOH 98/2). Aprés 2 jours,
comme la réaction n’est pas compléte, on ajoute a nouveau du paraformaldéhyde (0.058 g, 0.13
mmol). La réaction est stoppée aprés 3 jours a 50°C. Apres évaporation du solvant (20 mmHg), le
produit brut obtenu est purifi¢ par chromatographie flash sur colonne d’alumine activité III (100 g,
CH,Cl,/EtOH 100/0 a 95/5). On obtient une huile jaune pale qui cristallise a température ambiante
correspondant au composé 8 (0.378 g, 69%).

(HiC1c0.D Ca3HyN5O,P
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RMN 'H (400 MHz, CDsCN, 298 K): §=1.38 (t, J = 7.2 Hz, 6H, COOCH,CH;), 1.47 (s, 18H,
OC(CHs)3), 2.80 (d, ] = 8.8 Hz, 2H, CH,PO(OtBu),), 2.88 (s, SH, N(CH,),N), 2.96 (s, 4H, N(CH,),N),
3.87 (s, 4H, CHpy), 4.38 (q, ] = 7.2 Hz, 4H, COOCH,CH:), 7.77 (d, ] = 7.6 Hz, 2H, H,), 7.88 (t,
J=7.6 Hz, 2H, Hy), 7.95 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H;).

ES-MS: m/z (%): 662.21 (100) [M + HJ".

1,4, 7-triazacyclononane-4, 7-bis[ (6-carboxypyridin-2-yl)methyl]-
1-methylphosphonic acid (H,pbpatcn)

Deux étapes de déprotection sont réalisées successivement.

1) Saponification des esters éthyliques :

Sous argon, a une solution du composé 8 (0.282 g, 0.43 mmol) dans 1’éthanol (7 ml), on ajoute une
solution aqueuse de KOH 1M (0.94 mmol). Le mélange est agité a reflux pendant 4 jours puis le brut
réactionnel est évaporé a sec (20 mmHg).

2) Hydrolyse des esters ter-butyliques :

Le brut obtenu est ensuite dissout dans 1’acide trifluoroacétique (TFA) pur (6 mL). Le mélange est
ensuite agité pendant 3h a température ambiante puis le TFA est évaporé (20 mmHg). Les sels sont
¢liminés par chromatographie flash sur colonne RP 18 (50 g, H,O/CH;CN/TFA 90/10/0.1) puis le
produit obtenu est purifié par HPLC sur une colonne purosphére RP 18(L = 250 mm, & = 50 mm et
p = 10 um) avec un gradient H,O/CH;CN/TFA (voir § 1.)

On obtient un solide blanc correspondant au ligand Hypbpaten. 2.7 CF;COOH. 0.9 H,O (0.126 g,
36%).

Ho\i.fj Ca1HgNsOP
HO™ PM =493.45
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RMN 'H (400 MHz, D,0, 298 K, pD 2.2): =3.43 (d, J = 12.0 Hz, 2H, CH,PO(OH),), 3.71 (s, 8H,
N(CH,),N), 3.88 (s, 4H, N(CH,),N), 4.59 (s, 4H, CH,py), 7.61 (d,J =7.6 Hz, 2H, H;), 7.92 (d, ] = 7.6
Hz, 2H, H3), 8.01 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H,).

ES-MS : m/z (%): 494.10 (100) [M + H]".

Analyse élémentaire calculée (%) pour C,;HpNsOP. 2.7 CF;COOH. 0.9 H,0 (817.52) : C 38.79, H
4.01, N 8.57; expérimentale : C 38.77, H 4.14, N 8.55.
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La formulation a été confirmée par potentiométrie.

I1.4. Ligand Hz:mpatcn

- 1,4-bis-carbethoxymethyl-7-[(6-carbethoxypyridin-2-yl)methyl]-
1,4, 7-triazacyclononane (9)

Sous argon, on ajoute successivement du chloroacétate d’éthyle (0.352 g, 2.86 mmol) et du K,CO;
(0.396 g, 2.87 mmol) a une solution de 1-(6-carbethoxypyridin-2-yl)methyl]-1,4,7-triazacyclononane
4b (0.381 g, 1.30 mmol) dans 1’acétonitrile anhydre (50 mL). Le mélange réactionnel est agité 1h a
température ambiante puis porté a reflux pendant une nuit. Apres filtration sur fritté P3 et évaporation
du solvant, le produit brut obtenu est purifié par chromatographie flash sur colonne d’alumine activité
III (90 mL, CH,CIl,/EtOH 100 a 95/5). On obtient le composé 9 sous la forme d’une huile jaune (0.283
g, 47%).

@) ) C3H36N4Os
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RMN 'H (200 MHz, CD;CN, 298 K): 5=1.20 (t, J = 7.2 Hz, 6H, CH,COOCH,CH), 1.36 (1, J = 7.4
Hz, 3H, pyCOOCH,CHj), 2.82 (s, 8H, N(CH,),N), 2.84 (s, 4H, N(CH,),N), 3.37 (s, 4H, CH,COOEY),
3.87 (s, 2H, NCHpy), 4.09 (q, J = 7.2 Hz, 2H, CH,COOCH,CHs), 4.36 (q, J] = 7.4 Hz, 4H,
pyCOOCH,CHs), 7.86 (m, 3H, CH).

ES-MS: m/z (%): 465.3 (100) [M + H]", 487.4 (45) [M + Na]".

- 1,4-bis-carboxymethyl-7-[(6-carboxypyridin-2-yl)methyl]-1,4,7-
triazacyclononane (Hs;mpatcn)
Le composé 9 (0.504 g, 1.09 mmol) est dissout dans une solution aqueuse d’HCI 6M (50 mL). Le
mélange réactionnel est porté a reflux pendant une nuit. Aprés évaporation du solvant, 1’huile jaune

obtenue est dissoute dans de I’eau milliQ (~1.5 mL) et le pH est ajusté a pH 1.22 avec une solution

aqueuse de KOH 1M. Les sels sont ¢liminés par chromatographie flash sur colonne RP 18 (50 g,
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H,O/CH;CN/TFA 90/10/0.1) puis le produit est purifi¢ par HPLC (voir § II1.). On obtient un solide
blanc correspondant au ligand Hsmpatcn. 2.7 CF;COOH, 0.3 H,0 (0.267 g, 35%).
C17H24N4O4
3

0
?AOH s PM = 380.4
[N/\ —N O

N
N

C

)

2

H;mpatcn

RMN 'H (400 MHz, D,0, 298 K, pD = 2.2): =3.29 (m, 4H, N(CH,),N), 3.37 (m, 4H, N(CH,),N),
3.50 (s, 4H, N(CH,):N), 3.93 (s, 4H, CH,COOH), 4.51 (s, 2H, NCH,py), 7.97 (d, ] = 7.6 Hz, 1H, H)),
8.25(d,J=7.6 Hz, 1H, H3), 8.31 (t, J = 7.6 Hz, 1H, H,).

ES-MS : m/z (%): 481.3 (100) [M + H]".

Analyse élémentaire calculée (%) pour C7H4N4Os. 2.7 CF;COOH. 0.3 H,O (693.66) : C 38.79, H
3.97, N 8.08; expérimentale : C 38.52, H 4.22, N 8.00.

La synthése a été répétée 2 fois. La formulation a été confirmée soit par dosage RMN 'H en présence
d’acétate de sodium et de méthanesulfonate de sodium comme références et/ou par potentiométrie

selon les lots utilisés.

IL.5, Ligand Hsthqgtcn

Le ligand Hsthqtcn a été synthétis€ en 4 étapes a partir de la 8-hydroxy-2-methylquinoline
commerciale selon la procédure décrite par J. P. Cross et P. G. Sammes."”) Cependant, pour une
synthése plus propre afin d’en améliorer le rendement global, la méthode de purification du dérivé

bromé a été modifiée, de méme que la méthode de déprotection.

-  8-(2,2-Dimethylpropanoyloxy)-2-methylquinoline (10)

Sous argon, on ajoute de la triéthylamine fraichement distillée sur KOH (11.8 mL, 83.34 mmol) a une
solution de 8-hydroxy-2-methylquinoline (8.293 g, 52.09 mmol) dans du dichlorométhane anhydre
(100 mL) a 0°C. Sous agitation, toujours a 0°C, on ajoute goutte a goutte le chlorure de pivaloyl sur 20
min (7.1 mL, 57.30 mmol). Le mélange est ensuite agité a température ambiante pendant 72h. 40 mL
d’eau sont ajoutés au mélange et la phase organique est séparée aprés décantation. Celle-ci est ensuite
lavée avec une solution NaOH 2M (40 mL) puis séchée avec Na,SO, anhydre et évaporée a sec (20
mmHg) pour donner une huile marron. Aprés cristallisation dans ’hexane a 5°C, filtration et ringage

au cyclohexane a 0°C, on obtient I’ester désiré 10 sous la forme d’un solide blanc (9.456 g, 75%).
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. 3 2 . C15H17N02
X
PM = 243.30
5 ~
N
)ﬁfo
O 10

RMN 'H (CDCls, 400 MHz, 298 K): 8=1.52 (s, 9H, C(CHj)s), 2.68 (s, 3H, CH3), 7.27 (d, ] = 8.4 Hz,
1H, H,), 7.36 (dd, J, = 7.6 Hz, ], = 1.2 Hz, 1H, H;), 7.47 (t, ] = 8.4 Hz, 1H, H,), 7.64 (dd, J, = 7.6 Hz,
J,=12Hz, 1H, H;), 8.02 (d, ] = 8.4 Hz, 1H, H,).

ES-MS m/z (%): 244.13 (100) [M + H]".

-  8-(2 2-Dimethylpropanoyloxy)-2-bromomethylquinoline (11)

A une solution d’ester pivaloique 10 (9.383 g, 38.56 mmol) et de N-bromosuccinimide (7.756 g, 43.57
mmol) dans le tétrachlorure de carbone (100 mL) sous atmosphére d’argon, on ajoute une quantité
catalytique de peroxyde de benzoyle (0.191 g, 0.79 mmol). Le mélange est ensuite porté a reflux. La
réaction est suivie par CCM : la formation du produit monobromé 11 souhaité et du composé dibromé
8-(2,2-dimethylpropanoyloxy)-2,2-dibromomethylquinoline comme produit secondaire est observée.
Compte tenu du faible avancement de la réaction, du peroxyde de benzoyle (0.029 g, 0.12 mmol) est
ajouté apres Sh de reflux, puis un nouvel ajout (0.096 g, 0.40 mmol) est réalisé aprés 21h. Aprés 28h
de réaction, le mélange réactionnel est refroidi, filtré sur fritté P4 puis évaporé a sec (20 mmHg) pour
obtenir un solide marron. Le produit brut obtenu est purifi¢ par fractions de 5 g par chromatographie
sur colonne de silice (68 mL/1g de brut, toluéne 100) pour donner le dérivé monobromé 11 sous la

forme d’un solide blanc cristallin (3.791 g, 30%).

!l Le tétrachlorure de carbone est toxique Sa manipulation requiert des précautions particulieres :
mettre deux paires de gants, évaporer sous la hotte avec un piege refroidi dans [’azote liquide et

collecter les déchets dans un flacon prévu a cet effet !!

3 2 Ci5H6BrNO,
4 1
X
PM =322.20
5 = Br
N
7@(0
(@]
11
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RMN 'H (CDCls, 400 MHz, 298 K): 6=1.52 (s, 9H, C(CHs);), 4.64 (s, 2H, CH,Br), 7.41 (dd, J, = 7.2
Hz, J, = 1.2 Hz, 1H, H,), 7.52 (t, ] = 8.4 Hz, 1H, H,), 7.57 (d, ] = 8.4 Hz, 1H, H;), 7.68 (d, ] = 8.4 Hz,
1H, Hs), 8.16 (d, ] = 8.4 Hz, 1H, H,).

ES-MS m/z (%): 322.04 (100) [M + H]".

1,4, 7-Tris-[2-(8-(2, 2-dimethylpropanoyloxy)quinolinyl)methyl]-
1,4, 7-triazacyclononane (12)

A une solution de dérivé monobromé 11 (2.732 g, 8.48 mmol) et de 1,4,7-triazacyclononane Tris-HCI
(0.613 g, 2.57 mmol) dans I’acétonitrile anhydre (20 mL) sous atmosphére d’argon, on ajoute de la
tri¢thylamine fraichement distillée sur KOH (2.46 mL, 17.47 mmol). Le mélange est agité a
température ambiante pendant 3.5 jours puis évaporé a sec (20 mmHg). Le produit brut est dissout
dans CH,Cl, (80 mL). La phase organique est lavée avec de 1’eau milliQ (40 mL) puis avec une
solution de NaHCO; 10% m/v. La phase aqueuse est ensuite re-extraite avec du CH,Cl, (40 mL). Les
phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na,SO, anhydre et concentrées a sec (20 mmHg)
pour obtenir un solide jaune. Ce produit brut est purifié par chromatographie sur colonne de silice (300
mL, CH,Cl,/MeOH 90/10 a 80/20) pour donner le produit désiré 12 sous la forme d’un solide jaune
tres pale (1.423 g, 65%).

2 3 Cs1HgoN6Os

1.2 4
OﬁX PM = 853.06
N 5

RMN 'H (CDCl;, 200 MHz, 298 K): 6=1.43 (s, 27H, C(CHs)3), 3.06-3.28 (m, 12H, N(CH,),N), 4.06
(s, 6H, N(CH)qui), 7.41 (dd, J, = 7.4 Hz, ], = 1.2 Hz, 3H, H)), 7.56 (t, ] = 7.4 Hz, 3H, H,), 7.76 (dd,
Ji=74Hz J,=12Hz, 3H, Hs), 7.73 (dd, J,= 7.4 Hz, J, = 1.2 Hz, 3H, Hs), 7.79 (d, ] = 7.4 Hz, 3H,
H,).

ES-MS m/z (%): 853.4 (100) [M + HJ".
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- 1,4, 7-Tris-[2-(8-hydroxyquinolinyl)methyl]-1,4,7-

triazacyclononane (Hsthqgtcn)

A une solution aqueuse de KOH 1.23 M (10 mL, 12.35 mmol) sous atmosphere d’argon, on ajoute une
solution de I’ester 12 précédemment obtenu (1.171 g, 1.37 mmol) dans du THF préalablement dégazé
(30 mL). Le mélange réactionnel est agité a température ambiante pendant 6 jours puis neutralisé (pH
= 7 ) par ajout d’une solution de HCI IN (~ 6mL). Le mélange est ensuite extrait avec de 1’acétate
d’éthyle (75 mL), la phase organique lavée avec une solution saturée de NaHCO; (5 x 15 mL) puis
avec une solution saturée de NaCl (5 x 15 mL). La phase organique est séchée sur Na,SO,, filtrée puis
concentrée a sec (20 mmHg). Le résidu obtenu est trituré avec de I’éther pour donner Hsthgten. 0.5

H,0 0.2 KClI sous la forme d’un solide jaune pale (0.608 g, 71%).

C36H36N603

2 3
1= 4
PM =600.72
N 5
OH N
N OH
()
I
N N N

OH

Hsthqtcn

RMN 'H (D,0, 400 MHz, 298 K, pD = 1.4 ): 8=3.55 (s, 12H, N(CH,),N), 4.0 (s, 6H, N(CH,)qui),
6.81 (d, J = 8.0 Hz, 3H, Hs), 7.21 (d, J = 8.0 Hz, 3H, H3), 7.26 (t, ] = 8.0 Hz, 3H, Hy), 7.44, (d, J = 8.8
Hz, 3H, H,), 8.15 (d, J = 8.8 Hz, 3H, H,).

ES-MS m/z (%): 601.3 (100) [M + H]", 623.3 (7) [M + Na]".

Analyse élémentaire calculée (%) pour CsH36NgO;5. 0.5H,0. 0.2KCl (624.64): C 69.22, H 597, N
13.45; expérimentale : C 69.29, H 6.01, N 13.22%.

IL.6. Ligand Hsthgtcn-SO;

Le ligand Hethqtcn-SO; a été obtenu a partir du ligand Hsthqten par sulfonation dans 1’oléum. Le
mode opératoire utilisé est celui décrit par S. Comby et al.!*!

Le ligand Hjthqgten (0.104 g, 0.17 mmol) est placé dans un petit ballon (10 mL) et est recouvert avec
un minimum d’oléum (H,SO,, SOs;, 20%) (1.5 mL). Le mélange est agité pendant une nuit a

température ambiante puis renversé sur la glace. La solution est ensuite concentrée (20 mmHg) puis
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dissoute dans 30 mL d’éthanol et placé au frigo. On observe la précipitation d’un solide jaune

correspondant au ligand Hethqtcn-SO;. 6 H,O. 0.3 H,SO4 (0.134 g, 82%).

SO3H C36H36N6O1253
= PM = 840.90
N\
OH N
N OH
HO3~ 7 "N ( w1
S N N

HO4S

Hgthgtcn-SO4

RMN 'H (D,0, 400 MHz, 298 K, pD = 8.3): 8=2.95 (s, 12H, N(CH,),N), 3.85 (s, 6H, N(CH,)qui),
6.66 (d, ] = 7.6 Hz, 3H, H3), 7.60 (d, J = 7.6 Hz, 3H, H,), 7.72 (t, ] = 7.6 Hz, 3H, Hs), 8.75, (d, ] = 7.6
Hz, 3H, Hp).

ES-MS m/z (%): 641.2 (100) [M + H]".

Analyse élémentaire calculée (%) pour C3;sH36NgO1,S3. 6H,0. 0.3H,SO,4(978.40): C 44.23, H 4.95, N
8.60; expérimentale : C 44.07, H 4.99, N 8.63%.

I11.7. Ligand H:dpaa

N,N’-Bis [(6-carbethoxypyridin-2-yl)methyl]glycyl ethyl ester
(13)

Sous argon, on ajoute successivement le dérivé chloré 3 (0.582 g, 2.93 mmol), du K,CO; (0.618 g,
4.37 mmol) et du KI (0.488 g, 2.91 mmol) a une solution de glycine ethyl ester hydrochloride (0.169
g, 1.21 mmol) dans I’acétonitrile anhydre (20 mL). Le mélange réactionnel est agité 1 h a température
ambiante puis chauffé a 60°C pendant 2 jours. Apres filtration, le solvant est évaporé (20 mmHg) et le
produit brut obtenu est dissout dans le chloroforme (100 mL) et lavé avec une solution de NaHCO;
demi-saturée. La phase aqueuse est extraite avec CHCI; (2 x 50 mL) et la phase organique séchée avec
Na,SO,, filtrée et évaporée a sec (20 mmHg). L’huile jaune obtenue est ensuite purifiée par
chromatographie sur colonne d’alumine activité III (75 g, CH,Cl,/EtOH 100/0 a 95/5) pour donner 13
sous forme d’un solide jaune (0.301 g, 58%).
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C22H27N30¢
PM =429.47

13

RMN 'H (CDCls, 200 MHz, 298 K): §=1.26 (t, ] = 7.2 Hz, 3H, CH,COOCH,CH;), 1.43 (t,J = 7.2 Hz,
6H, pyCOOCH,CH;), 3.47 (s, 2H, CH,COOEY), 4.08 (s, 4H, CHopy), 4.16 (q, J = 7.2 Hz, 2H,
CH,COOCH,CH;), 4.46 (q, 4H, J = 7.2 Hz, pyCOOCH,CH;), 7.83 (m, 4H, H, +Hs), 8.01 (t, ] = 4.8
Hz, 2H, H,).

ES-MS m/z (%): 452.3 (100) [M + Na]", 430.3 (15) [M + H]".

- N,N’-Bis [(6-carboxypyridin-2-yl)methyl]glycine (Hs:dpaa)

L’ester précédemment obtenu 13 (0.270g, 0.63 mmol) est dissout dans une solution aqueuse d’acide
chlorhydrique 6M (40 mL). Le mélange est porté a reflux pendant 1 nuit. Le solvant est ensuite
concentré a environ 3 mL et la solution est réfrigérée a 4°C pendant une nuit, donnant lieu a la
précipitation d’un solide blanc. Le solide est filtré, lavé avec Et,O et séché sous vide pour donner le

ligand H;dpaa.1HCI. 0.1H,0 (0.142 g, 59%).

OH 2 C16H15N306
o)\ ! PM = 34531
N (0]
NTX OH
HO | =
o Hidpaa

RMN 'H (D,0, 400 MHz, 298 K, pD = 4.7): 8=3.94 (s, 2H, CH,COOH), 4.60 (s, 4H, CH:py), 7.43 (d,
J=17.6 Hz, 2H, H,), 7.76 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H;), 7.76 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H,).

ES-MS m/z (%): 346.1 (100) [M + H]".

Analyse élémentaire calculée (%) pour C;H;sN3O0q.1 HCL 0.1 H,O (383.57): C 50.10, H 4.26, N
10.96; expérimentale : C 50.15, H 4.31, N 10.91%.

La formulation a été confirmée par potentiométrie.
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ILS. Ligand H,dpaba

N,N’-Bis [((6-carbethoxypyridin-2-yl)methyl)-amino]-succinic
acid dimethyl ester (14)

Sous argon, on ajoute successivement le dérivé chloré 3 (2.002 g, 10.00 mmol), du K,CO; (2.103 g,
15.04 mmol) et du KI (2.583 g, 15.04 mmol) a une solution de L-aspartic acid dimethylester
hydrochloride (0.798 g, 4.18 mmol) dans 1’acétonitrile anhydre (30 mL). Le mélange réactionnel est
agité¢ pendant 3 jours a 60°C. Aprés filtration sur fritté P4, le solvant est évaporé (20 mmHg) et le
produit brut obtenu est dissout dans le chloroforme (200 mL) puis lavé avec une solution de NaHCO;
demi-saturée (200 mL). La phase aqueuse est extraite avec CHCI; (3 x 100 mL) et la phase organique
séchée avec Na,SQy, filtrée et évaporée a sec (20 mmHg). L’ huile jaune-orangée obtenue est en suite
purifiée par chromatographie sur colonne d’alumine activité III (100 mL, CH,Cl,/EtOH 100/0 a 95/5)

pour donner 14 sous la forme d’une huile jaune (1.594 g, 78%).

MeO
MeO
\ﬁ/\fo % Ca4H9N304
O N \N| 0 PM = 487.50
N 1 OEt
EtO | = 2
3
14

RMN 'H (CD;CN, 200 MHz, 298 K): §=1.35 (t, J = 7.2 Hz, 6H, pyCOOCH,CH;), 2.82 (m, 2H,
CH,COOCH3), 3.55 (s, 3H, COOCH3), 3.73 (s, 3H, COOCH3), 3.91 (t, J = 7.5 Hz, 1H, CH), 3.98 (s,
4H, CHpy), 4.35 (q, ] = 7.2 Hz , 4H, pyCOOCH,CH3), 7.66 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H,), 7.80 (t, J = 7.6
Hz, 2H, H,), 7.88 (t, ] = 7.6 Hz, 2H, Hs).

ES-MS m/z (%): 488.1 (100) [M + HJ", 510.3 (45) [M + Na]".

N,N*-Bis [((6-carboxypyridin-2-yl)methyl)-amino]-succinic acid
(H.dpaba)

A une solution de 14 (1.062 g, 2.18 mmol) dans 1’éthanol (40 mL), on ajoute une solution aqueuse de
KOH IM (9.6 mL). Le mélange réactionnel est porté a reflux pendant une nuit. Aprés évaporation du
solvant (20 mmHg), I’huile jaune ainsi obtenue est dissoute dans de I’eau milliQ (~2.5 mL) et le pH
est ajusté a 1.6 par ajout d’une solution aqueuse d’HCI 1 M. La solution est ensuite concentrée a
environ 1.5 mL et réfrigérée a 4°C. L’évaporation lente de cette solution produit des cristaux blancs de

ligand Hydpaba. 0.2 KCI. 0.2 H,O (0.280 g, 32%).
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HO C1sHi7N;Og
HO 0 _
Y\ft 2 PM = 403.
0
N 0
N
NS 1 OH
HO | = 2
3
o)
H,dpaba

RMN 'H (D,0, 400 MHz, , 298 K, pD = 2.0): 6=2.67 (d, J = 7.2 Hz, 2H, CH,COOH), 3.79 (t, ] = 7.2
Hz, 1H, CH), 85 = 3.95, 0 = 4.08 (systeme AB, Jog = 14.8 Hz, 4H, CH,py), 7.55 (d, J = 7.6 Hz, 2H,
Hy), 7.59 (d,J=7.6 Hz, 2H, H3), 7.67 (t, ] = 7.6 Hz, 2H, H,).

ES-MS m/z (%): 404.03 (100) [M + HJ".

Analyse élémentaire calculée (%) pour CigH7N30s. 0.2H,0. 0.1KC1 (414.40) : C 52.17, H 4.23, N
10.14; expérimentale : C 52.15, H 4.22, N 10.14%.

La composition a été confirmée par potentiométrie.

III. Synthese des complexes de Ln(III)

IIL1.  Ligand bpatcr

- [Eu(bpatcn)(H.0)]

Une solution de EuCl;.6H,O (0.13 mmol) dans I’eau milliQ (0.4 mL) est ajoutée a une solution
aqueuse de Hsbpatcn (0.15 mmol dans 2 mL). Le pH du mélange est ajusté a pH = 7.5 par ajout d’une
solution aqueuse de KOH 1M. Apres évaporation a sec, le solide est suspendu dans 20 mL d’éthanol
anhydre puis le mélange est réfrigéré a 4°C pendant une nuit. Les sels insolubles (KCI) sont ensuite
¢liminés par filtration. L’évaporation lente de la solution donne le complexe [Eu(bpatcn)] sous forme
d’un solide blanc microcristallin (66.3 mg, 65%).

ES-MS m/z (%): 646.0 (100) {[Eu(bpatcn)]K}", 949.1 (78) {[Eu(bpatcn)];K,}*", 1251.0 (75)
{[Eu(bpatcn)],K}".

Analyse élémentaire calculée (%) pour [Eu(bpatcn)].4.5 H,O.1.3 KCI: C 33.69, H 4.24, N 8.93;
expérimentale : C33.54 et 33.72, H 4.25 et 4.36, N 8.86(%).

RMN 'H 4 70°C (D,0, 400 MHz, 70°C, pD 9.1): 8=-11.97 (s, 1H, H,/H,), -10.26 (s, 1H, Hy/H,), -7.26
(s,1H, Hy/Hg), -4.79 (s, 1H, Hy/Hy), -3.30 (s, 1H, Hy/H,), -3.16 (s, 1H, Hs/Hg), -0.84 (s, 1H, Hy,/Hsy),
0.45 (s, 1H, H;/Hy), 0.52 (s, 1H, Hs/Hg), 0.52 (s, 1H, Hy/Hy), 0.86 (s, 1H, Hs/Hg), 2.26 (s, 1H,
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Hy/Hy), 2.46 (s, 1H, Hy/Hy), 4.22 (s, 1H, Hy/Hy), 4.35 (s, 1H, Heo/Hg), 5.19 (d, J = 7.2 Hz, 1H, Hy)),
6.34 (d, ] = 7.2 Hz, 1H, Hy), 7.29 (t, ] = 7.6 Hz, 1H, H,), 7.41 (d, ] = 6.8 Hz, 1H, Hy"), 7.57 (s, 1H,
Hs/Hsy), 8.40 (d, J = 7.2 Hz, 1H, Hy), 9.68 (t, J; = 7.2 Hz, J, = 7.6 Hz, 1H, H,o), 11.07 (s, 1H,
Hso/Hsy), 16.75 (s, 1H, H;+/Hy).

L’attribution des signaux a été obtenue a partir de I’interprétation simultanée des couplages scalaires

(expérience COSY et irradiation sélective des pyridines) et de 1’effet Overhauser (NOESY).

RMN 'H a 5°C (D,0, 400 MHz, 5°C, pD 9.1): 6=-15.61
(s, 1H, H/H,), -13.83 (s, 1H, Hy/H,), -9.65 (s, 1H, Hs/H),
-7.73 (s, 1H, Hy/Hy), -5.82 (s, 1H, H,/Hy), -5.56 (s, 1H,
Hs/H), -0.92 (s, 1H, Hygo/Hsy), -0.37 (s, 1H, Hy/Hy), -0.37
(s, 1H, Hs/Hg), -0.09 (s, 2H, H,/H7), 0.60 (s, 1H, Hs/Hg'),
2.09 (s, 1H, Hy/Hy), 3.06 (s, 1H, Hy/Hy), 4.30 (s, 1H,
Hy/Hy), 4.71 (s, 1H, Hg/Hsy), 5.89 (s, 1H, Hyy), 6.41 (s,
1H, Hs), 7.22 (s, 1H, Hyo), 7.59 (s, 1H, Hy;), 9.08 (s, 1H,
Hg/Hsp), 9.08 (s, 1H, Hy), 9.22 (s, 1H, Hyo), 14.71 (s, 1H,
Hyo/Hgy), 21.22 (s, 1H, H;/H).

L’attribution des signaux du spectre a 5°C a été réalisée en suivant le déplacement chimique des
protons de 70°C a 5°C. Des spectres ont été enregistrés aux températures suivantes : 70, 65, 55, 45, 35,

25,20, 15,10 et 5°C.

- [La(bpatcn)(H:0),] et [Lu(bpatcn)(H:0).]

Les complexes [La(bpaten)(H,O),] et [Lu(bpaten)(H,0),] peuvent étre isolés a 1’état solide par une
procédure identique. Cependant, ils ont été préparés in situ en dissolvant des quantités équimolaires de
ligand et de sel de lanthanide La(OTf); ou Lu(OTf);. Le pD a été ajusté par une solution de KOD dans
D,0 (1M et/ou 0.1 M). Les valeurs de pD données sont corrigées par rapport aux effets isotopiques du

deutérieum.

[La(bpatcn)]
ES-MS m/z (%): 594.2 (100) {[La(bpatcn)],+2H]}*", 891.1 (28) {[La(bpatcn)]s+2H]}*", 1187.2 (55)
{[La(bpatcn)],+H]}".
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RMN 'H (D,0, 400 MHz, 25°C, pD 7.1): 8=2.40 (s, 2H, (CH,)tcn), 2.82 (s, 2H, (CH,)tcn), 3.02 (s,
8H, (CHy)ten), 3.35(s, 2H, Hy), 4.18 (s, 2H, Hg./Hgy), 4.68 (d, J = 14.8 Hz, 2H Hs,/Hgy), 7.74 (d,
J=7.6 Hz, 2H, Hy), 8.07 (d, ] = 7.6 Hz, 2H, H,), 8.17 (t, ] = 7.6 Hz, 2H, H,,).

[Lu(bpatcn)]

ES-MS m/z (%): 6682 (100) {[Lu(bpatcn)]K}", 982.9 (18) {[Lu(bpatcn)]:K,}>", 1297(18)
{[Eu(bpatcn)],K}".

RMN 'H a 70°C (D0, 400 MHz, 70°C, pD 4.2): 5=1.48 (t, 1H, (CHy)tcn), 2.17 (t, 1H, (CH,)tcn),
2.48 (dd, 1H, (CHy)ten), 2.62 (dd, 1H, (CHy)ten), 2.76 (t, 1H, (CHy)ten), 2.80 (t, 1H, (CHy)ten), 2.86
(d, 1H, (CHy)ten), 2.9 (d, 1H, (CHy)ten), 4 = 3.79, dg = 3.86 (dd, Jap = 27 Hz, 2H, H+/H7), 3.45-
3.56 (m, 4H, (CHy)tcn), 5 = 4.48, 6 = 4.58 (dd, Jag = 14.6 Hz , 2H, Hyg,/Hgy,'), 64 = 4.70, 65 = 4.90
(dd, Jag = 15.0 Hz, 2H, Hg, / Hgy), 7.71 (d, J = 7.2 Hz, 1H, Hy'), 7.80 (d, J = 7.6 Hz, 1H, Hy), 8.03 (d,
J=17.6 Hz, 1H, H,,), 8.09 (d, ] = 7.2 Hz, 1H, H,;), 8.19 (t, J = 7.2 Hz, 1H, H,¢), 8.21 (t, J = 7.6 Hz,
1H, Hy).

RMN 'H a 25°C (D,0, 400 MHz, 25°C, pD 4.2): §=2.02 (t, 1H, (CH,)tcn), 2.21 (t, 1H, (CH,)tcn),
2.50 (dd, 1H, (CHp)ten), 2.63 (dd, 1H, (CHy)ten), 2.77-2.84 (m, 3H, (CHy)ten), 2.92 (dd, 1H,
(CHy)ten), 64 = 3.33, 8 = 3.41 (dd, Jag = 16.0 Hz, 1H, Hy/H7), 3.44-3.59 (m, 4H, (CH,)tcn),
da =4.04, 0 = 4.15 (dd, Jap = 14.8 Hz, 2H, Hs,/ Hsy), 04 = 4.27, 0p = 4.46 (dd, Jag = 14.8 Hz, 2H,
Hs./ Hgp), 7.72(d, J = 7.4 Hz, 1H, Hy), 7.81 (d, ] = 7.4 Hz, 1H, Hy), 8.03 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Hy,), 8.08
(d,J=7.8 Hz, 1H, Hy;), 8.19 (t, ] = 7.4 Hz, 1H, Hy¢), 8.21 (t, J = 7.8 Hz, 1H, Hyy).

IIL.2. Ligand ebpatcrr

Les complexes [Ln(ebpatcn)] (Ln = Lu, La, Eu) pour les mesures de RMN 'H en solution ont été
préparés in situ en dissolvant des quantités équimolaires de ligand et de sel de lanthanide Ln(OTf);
dans D,O. Le pD a été ajusté par une solution de KOD dans D,O (IM et/ou 0.1 M). Des
concentrations de 2.10” M to 5.10> M ont été utilisées. Les valeurs de pD données sont corrigées par

rapport aux effets isotopiques du deutérium.

- [Eu(ebpatcn)(H,0)]

Seule I’attribution partielle des signaux du spectre du complexe [Eu(ebpatcn)(H,0)] a été réalisée. Elle
a été obtenue a partir de I’interprétation simultanée des couplages scalaires (expérience COSY) et de
I’effet Overhauser (NOESY) a 25°C et a 70°C. Cependant, 1’absence de taches d’échange ne nous
permet pas de différencier avec certitude les protons des groupements éthyléne du cycle
triazacyclononane de ceux du bras propionate. Ils sont alors regroupés sous I’appelation « CH, » dans

I’attribution ci-dessous.
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RMN 'H a 70°C (D,0, 400 MHz, 70°C, pD 7.4):

IIL.3. Ligand pbpatcn®™

6=-12.28 (s, 1H, CHy), -9.34 (s, 1H, CH,), -9.31 (s, 1H,
CH,), -5.12 (d, J = 15.2 Hz, 1H, CH,), -2.39 (s, 1H,
Hoo/Hy), -2.20 (d, J = 14.4 Hz, 1H, CH.), -1.82 (s, 1H,
CHL), -1.33 (d, J = 13.2 Hz, 1H, Hoy/Hyy), -0.52 (s, 1H,
CH.), -0.48 (s, 1H, Ho/Hoy), -0.24 (d, J = 18.8 Hz, 1H,
CH.), 0.57 (s, 1H, CH,), 0.60 (s, 1H, CH,), 1.72 (s, 1H,
CH.), 3.22 (d, J = 16.0 Hz, 1H, CH,), 5.37 (m, 1H, CH,),
6.22 (d, J = 7.6 Hz, 1H, Hyo), 6.94 (m, 2H, Hy, + Hyy),
7.12 (m, 3H, Hyp + Hoy/Hoy + CH), 7.73 (t, J = 7.6 Hz,
1H, Hy,/H,;), 8.26 (T, J = 7.6 Hz, 1H, H,/H, "), 8.91 (d,
J:

9.6 Hz, 1H, CH,), 24.81 (s, 1H, CH,).

Les complexes de [Ln(pbpatcn)]” (Ln = La, Eu) pour les mesures d¢ RMN 'H en solution ont été

préparés in situ en dissolvant des quantités équimolaires de ligand et de sel de lanthanide Ln(OTf);

dans D,0. Le pD a été ajusté par une solution de NaOD dans D,0O (1M et/ou 0.1 M). Des

concentrations de 2.10” M to 5.10> M ont été utilisées. Les valeurs de pD données sont corrigées par

rapport aux effets isotopiques du deutérium.

Seulement I’attribution des signaux du spectre du complexe [Eu(pbpatcn)(H,O)] a été réalisée.

- [Eu(pbpatcn)(H:0)]

RMN 'H a 70°C (D,O, 400 MHz, 70°C, pD 5.5):
6=-11.07 (s, 1H, (CHy)tcn), -8.43 (s, 1H, (CH,)tcn),
-7.47 (s, 1H, (CHy)ten), -5.88 (s, 1H, (CHy)ten), -3.38
(s, 1H, (CHy)tcn), -2.54 (s, 1H, (CHy)ten), -1.00 (s, 1H,
Hgo/Hsgp), -0.81 (s, 1H, (CHy)ten), -0.24 (s, 1H,
(CHp)ten), 0.87 (s, 1H, Hg,/Hgy), 1.31 (s, 1H,
Hg./Hgy), 2.38 (s, 1H, (CHy)ten), 2.48 (s, 1H, Hy/Hy:),
3.66 (s, 1H, (CHy)ten), 4.82 (s, 1H, (CH,)ten), 6.49 (d,
J =72 Hz, 1H, Hy/ Hyp), 6.54 (d, ] = 7.2 Hz,
1H, Hy/Hy'), 7.09 (t, ] = 7.6 Hz, 1H, H,,/ H;y*), 7.10 (d,
J =72 Hz, 1H, Hy/ Hy), 7.87 (t, J = 7.6 Hz, 1H,
Hio/Hyp), 8.13 (m, 1H, H,/H7), 8.13 (m, 1H, H;¢/H¢),
8.32 (s, 1H, Hg,/Hgyp), 21.62 (s, 1H, (CHy)tcn).
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RMN 'H 2 25°C (D,0, 400 MHz, 25°C, pD 5.5): 8=-13.19 (s, 1H, (CH,)tcn), -9.87 (s, 1H, (CH,)tcn),
-9.61 (s, 1H, (CHy)ten), -7.62 (s, 1H, (CHy)ten), -5.64 (s, 1H, (CHy)ten), -1.02 (s, 1H, (CHy)ten), -2.17
(s, 1H, Hg,/Hgy), -1.74 (s, 1H, (CHy)tcn), -0.99 (s, 1H, (CHy)ten), 0.41 (s, 1H, Hg,/Hgy), 0.41 (s, 1H,
Hso/Hgy), 2.79 (s, 1H, (CHp)ten), 2.79 (s, 1H, Hs/H7), 3.38 (s, 1H, (CHy)ten), 5.72 (s, 1H, (CHp)ten),
66.53 (m, 1H, H;y/ Hyy), 6.62 (m, 1H, Ho/ Hy), 7.16 (m, 1H, Hyy/ Hyy0), 7.25 (m, 1H, Ho/ Hy'), 8.00 (m,
1H, Hy¢/Ho), 8.30 (m, 1H, H,/H;), 9.55 (m, 1H, Ho/Hye’), 10.10 (s, 1H, Hsg,/Hgp), 26.33 (s, 1H,
(CHy)ten).

L’attribution des signaux a été obtenue a partir de I’interprétation simultanée des couplages scalaires

(expérience COSY) et de I’effet Overhauser (NOESY).

IIL4. Ligand mpatcir

Les complexes [Ln(mpatcn)] (Ln = Lu, La, Eu) pour les mesures de RMN 'H en solution ont été
préparés in situ en dissolvant des quantités équimolaires de ligand et de sel de lanthanide Ln(OTf),
dans D,O. Le pD a été ajusté par une solution de NaOD dans D,O (1M et/ou 0.1 M). Des
concentrations de 2.107 M to 5.10> M ont été utilisées. Les valeurs de pD données sont corrigées par

rapport aux effets isotopiques du deutérium.

- [Eu(mpatcn)(H:0).]

RMN 'H a 70°C (D,0, 400 MHz, 70°C, pD 7.2):
§=-3.90 (s, 2H, (CHy)ten), -2.52 (s, 1H, (CH,)tcn),
-1.59 (s, 2H, (CHy)ten), -1.09 (d, J = 14.8 Hz, 2H,
Hyo/Hip), -0.90 (s, 2H, (CHy)ten), 0.04 (s, 2H,
(CHy)ten), 1.04 (s, 2H, (CHy)tcn), 2.66 (m, 2H,
H,\o/Hy 1), 3.64 (s, 1H, Hy), 6.74 (s, 1H, H), 7.16 (s,
1H, Hio), 9.00 (s, 2H, Hy).

L’attribution des signaux a été obtenue a partir de
P’interprétation simultanée des couplages scalaires

(expérience COSY) et de I’effet Overhauser (NOESY).

- [Lu(mpatcn)(H;0),]

RMN 'H a 70°C (D,0, 400 MHz, 70°C, pD 7.0): §=3.03 (m, 2H, (CH,)tcn), 3.14 (s, 8H, (CH,)tcn),
3.18 (m, 2H, CHs(tcn)), 85 = 3.50, 8 = 3.78 (dd, Jup = 16.6 Hz, 4H, H,,/H,1p), 4.46 (s, 2H, Hy), 7.72
(d,J=7.6 Hz, 1H, Hy), 8.10 (d, J = 7.6 Hz, 1H, Hy,), 8.23 (t, J = 7.6 Hz, 1H, Hy).
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IIL5. Ligand dpaa®

- [Gd(dpaa)(H:0)s]

Une solution de GdCl3.6H,0 (0.17 mmol) dans 1 mL d’eau milliQ est ajoutée a 2 mL d’une solution
aqueuse de Hidpaa (0.17 mmol). Le pH du mélange est ajusté a pH ~6 par addition d’une solution de
NaOH 1M. Aprés évaporation a sec, le solide est suspendu dans 20 mL d’éthanol anhydre puis le
mélange est réfrigéré a 4°C pendant une nuit. Les sels insolubles (NaCl) sont ensuite majoritairement
¢liminés par filtration. La solution est évaporée a sec et le solide obtenu est dissout dans 0.7 mL d’eau
milliQ. La diffusion lente d’acétonitrile a 4°C (~5 ml) donne un solide blanc microcristallin. On
obtient ainsi le complexe [Gd(dpaa)] (65%).

ES-MS m/z (%): 771.9 (30) [(Gd(dpaa))s+2Na]*", 1022.0 (100) [(Gd(dpaa)),+2Na]*", 1271.7 (30)
[(Gd(dpaa))s+2Na]*", 1520.9 (30) [(Gd(dpaa));+Na]".

Analyse élémentaire calculée pour [Gd(dpaa)].0.8 NaCl. 5.8 H,O. 0.2 EtOH (659.99): C 29.85, H
3.79, N 6.37, Gd 23.83; expérimentale : C 29.96, H 3.79, N 6.39, Gd 23.53%.

Des cristaux de [{[Gd(dpaa)(H,0),],{[Gd(dpaa)(H,O)(OH)]Na(H,0),},},Na(OH)(H,0);.CH;0H.
6H,0],, ont été obtenus par lente évaporation d’une solution ~10% M de Gd(dpaa) aprés avoir

préalablement ajusté le pH a 8.

- [Lu(dpaa)(H:0).]

Une solution de LuCl;.6H,0 (0.048 mmol) dans I’eau milliQ (1 mL) est ajoutée a 2 mL d’une solution
aqueuse de Hsdpaa (0.048 mmol). Le pH du mélange est ajusté a pH = 5.27 a I’aide d’une solution de
KOH 1M. La solution a été concentrée jusqu’a ~1 mL puis réfrigérée a 4 °C. Aprés quelques jours,
des cristaux blancs apparaissent. Le KCI a été éliminé par lavages successifs avec de faibles quantités
d’eau a 0°C. Le solide est séché pour donner le complexe [Lu(dpaa)(H,0);] sous la forme d’un solide
blanc microcristallin (82%). Des monocristaux de bonne qualité pour la DRX ont été obtenus par
évaporation lente de la méme solution.

Analyse élémentaire calculée pour [Lu(dpaa)]. 0.7 KCI. 1.0 H,O. 0.8 EtOH (624.31): C 33.87, H
3.04, N 6.73; expérimentale : C 33.99, H 3.02, N 6.59%.

[Lu(dpaa)(H,0),] RMN 'H (D,0, 400 MHz, 25°C,
pD 6.7): 5=3.85 (s, 2H, H,), 5, = 4.46, 55 = 4.52 (dd,
Jag = 15.4 Hz, 4H, Hy, + Ha), 7.83 (d, J = 7.6 Hz,
2H, Hs), 8.10 (d, ] = 7.6 Hz, 2H, Hs), 825 (d, ] = 7.6
Hz, 2H, H,).
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- 'HRMN

Les complexes de [Ln(dpaa)] (Ln = La, Eu) pour les mesures de RMN 'H en solution sont préparés in
situ en dissolvant des quantités équimolaires de ligand et de sel de lanthanide Ln(OTf); dans D,O. Le
pD est ajusté par une solution de NaOD dans D,0O (1M et/ou 0.1 M). Des concentrations de 2.10> M
to 5.107 M sontutilisées. Les valeurs de pD données sont corrigées par rapport aux effets isotopiques
du deutérium.

[La(dpaa)(H,0),] RMN 'H (D,0, 400 MHz, 25°C, pD 8.1): 8=3.62 (s, 2H, H,), 4.13 (d, ] = 16 Hz,
2H, H,./Hy), 4.26 (d, J = 16 Hz, 2H, H,.,/Hy,), 7.61 (d, J = 8 Hz, 2H, H;), 7.93 (d, J = 8 Hz, 2H, Hs),
8.03 (t, ] = 8 Hz, 2H, Hy).

[Eu(dpaa)(H,0);] RMN 'H (D,0, 400 MHz, 25°C, pD 7.9): 8=-2.78 (s, 2H, H,), 3.25 (s, 2H, H3/H;),
3.87 (s, 2H, H,./Hy), 6.64 (s, 2H, Hy), 7.50 (s, 2H, H3/Hs), 10.76 (s, 2H, Hy./H 5).

Les protons des pyridines ont pu étre attribués par COSY. Les taches de corrélation des couplages

scalaires Hy/H, d’une part et Hy/H; d’autre part ont été observées.

IIL.6. Ligand dpaba*™

Les complexes de [Ln(dpaba)]” (Ln = Lu, La, Eu) pour les mesures d¢ RMN 'H en solution ont été
préparés in situ en dissolvant des quantités équimolaires de ligand et de sel de lanthanide Ln(OTf);
dans D,0. Le pD a été ajusté par une solution de NaOD dans D,O (IM et/ou 0.1 M). Des
concentrations de 2.10” M to 5.10> M ont été utilisées. Les valeurs de pD données sont corrigées par

rapport aux effets isotopiques du deutérium.

- [Eu(dpaba)(H:0).]

RMN 'H 2 25°C (D,0, 400 MHz, 25°C, pD 7.3): 5=-4.35
(s, 1H, Hyy/ Hyp), -1.64 (d, J = 19.6 Hz, 1H, H,/ Hy), -1.07
(s, 2H, Hy, + Hyp), 2.21 (s, 1H, Hsy/ Hyp), 4.40 (d, J =
19.6 Hz, 1H, H,), 5.61 (d,J = 7.2 Hz, 1H, Hy,), 6.31 (s, 1H,
He), 7.81 (t, J = 7.2 Hz, 1H, Hy), 7.93 (d, J = 7.6 Hz, 1H,
Hy), 8.71 (t, J = 7.2 Hz, 1H, Hs), 10.34 (s, 1H, Hy), 19.64
(s, 1H, Hsy/ Hy).

RMN 'H a 70°C (D,0, 400 MHz, 70°C, pD 7.3): 8=-3.23 (s, 1H, Hy,/ H};), -0.60 (d, J = 19.6 Hz, 1H,
H,./ Hyy), 0.30 (s, 1H, Hs/Hz), 0.66 (s, 1H, Hq, /Ha), 2.85 (s, 1H, Hsy/ Hsp), 4.17 (d, J = 19.6 Hz, 1H,
H,), 6.25 (d, ] = 7.6 Hz, 1H, H,,), 7.03 (s, 1H, Hy), 8.26 (m, 2H, Ho+Hy), 9.06 (t, J = 7.2 Hz, 1H, H;),
10.21 (s, 1H, Hy), 16.06 (s, 1H, Hs,/ Hs).

266



Partie expérimentale

- [La(dpaba)(H:0).]"

RMN 'H (D,0, 400 MHz, 298 K, pD 6.7): 55 = 4.46, 83 = 4.52 (dd, Jap = 19.6 Hz, 2H, CH,COOH),
3.65 (m, 1H, N(CH)COOH), 4.07 (m, 2H, CHapy), 4.33 (d, J = 18.0 Hz, 1H, CHapy), 4.64 (d,
J=15.2Hz, 1H, CHapy), 7.51 (d, ] = 7.6 Hz, 1H, CH), 7.71 (d, J = 8.0 Hz, 1H, CH), 7.91-7.95 (m,
3H, CH), 8.08 (t, ] = 8.0 Hz, 1H, CH).

- [Lu(dpaba)(H:0).]

RMN 'H a 25°C (D,0, 400 MHz, 298 K, pD 7.5): 6= 2.93 (m, 2H, CH,COOH), 3.84 (m, 1H,
N(CH)COOH), 4.22 (d, ] = 17.2 Hz, 1H, CHapy), 4.39 (m, 2H, CHypy), 4.63 (d, J = 17.2 Hz, 1H,
CH,py), 7.59 (d, J = 8.0 Hz, 1H, CH), 7.68 (d, J = 7.2 Hz, 1H, CH), 7.91 (m, 2H, CH), 8.03 (t,
J=8.0 Hz, 1H, CH), 8.10 (t, J = 7.2 Hz, 1H, CH).

RMN 'H 2 70°C (D,0, 400 MHz, 298 K, pD 7.5): 8, = 3.40, 85 = 3.53 (dd, Jas = 19.2 Hz, 2H,
CH,COOH), 4.31 (m, 1H, N(CH)COOH), 8, = 4.69, 83 = 4.78 (dd, Jas = 17.6 Hz, 2H, CH,py),
8a=4.85, 85 = 5.10 (dd, Jas = 17.2 Hz, 2H, CHapy), 8.07 (m, 2H, CH), 8.33 (d, J = 8.0 Hz, 1H, CH),
8.36 (d, ] = 8.0 Hz, 1H, CH), 8.49 (t, ] = 8.0 Hz, 1H, CH), 8.51 (t, J = 8.0 Hz, 1H, CH).

IIL.7. Ligand thqgtcm™

Une étude en fonction du pH permis de mettre en évidence la présence des complexes de Ln(III) dans
différents états de protonation. Plusieurs espéces sont distinguées :
- [Ln(Hythqten)]™ : espéces partiellement protonnées solubles

- [Ln(thgtcn)] : espéce déprotonnée insoluble.

[Nd(H,thqgtcn)]"*

Le complexe de [Nd(H,thqtcn)]"" est préparé in situ en dissolvant des quantité équimolaires de ligand
et de Nd(OTf); dans MeOD (Cnatnthgten) = 1.2.10° M). Des aliquotes de solution de KOD 1M sont
successivement ajoutés et la formation du complexe est suivie par RMN 'H. L’ajout de 0.85 équivalent
de base est nécessaire a la formation du complexe. Au-dela de 0.85 équivalent la formation d’un

précipité jaune de [Nd(thqtcn)] est observé.

RMN 'H a 25°C (CD;0D, 400 MHz, 25°C): 8=-1.50 (s, 1H, Hs,/Hsp), -0.12 (s, 1H, (CH,)tcn), 5.09 (s,
1H, Hs,/Hsp), 6.68 (s, 1H, Hy), 6.83 (s, 1H, (CHy)ten), 6.83 (s, 1H, Hyo), 7.47 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Hy),
8.40 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Hy), 8.62 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H;), 9.10 (s, 1H, (CHy)tcn), 9.91 (s, 1H,
(CHp)ten).
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Qui(o") RMN 'H 2 40°C (CD;OD, 400 MHz, 40°C): =-1.08
r (s, 1H, Hs,/Hsp), -0.01 (s, 1H, (CHy)ten), 5.03 (s, 1H,
NI Hs/Hsp), 6.53 (s, 1H, Hy), 6.73 (s, 1H, H), 6.84 (s,
IH, (CH,)ten), 7.50 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Hy), 8.41 (d,
J=8.0 Hz, 1H, Hy), 8.67 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H,), 8.72

(s, 1H, (CHy)ten), 8.43 (s, 1H, (CH)ten).

L’attribution des signaux a été obtenue a partir de
I’interprétation simultanée des couplages scalaires

(expérience COSY) et de I’effet Overhauser (NOESY).

La solution préalablement obtenue est diluée a 0.72.10° M puis la lente diffusion d’isopropyl éther

donne des monocristaux jaunes de {[Nd(Hsxthqtcn)]**"},, 3 OTf", 3 MeOH.

- [Nd(thqgtcn)]

Une solution de Nd(OTf); (0.09 mmol) dans 4 mL de MeOH est ajoutée a 4 mL d’une solution
méthanolique de ligand (0.09 mmol). On ajoute tout d’abord 0.85 équivalent de KOH jusqu’a
obtention d’une solution jaune d’espéces partiellement protonnées. La solution est placée une nuit au
frigo pour faire précipiter les sels qui sont €liminés par filtration sur PTFE. Ensuite, on ajoute 3.3
équivalents de KOH, et on place le mélange au frigo. La lente diffusion de la solution de potasse
donne un solide jaune microcristallin qui est séparé par filtration et rincé avec du méthanol et de I’eau
milliQ. Aprés séchage pendant 2 jours sous vide secondaire, on obtient le complexe totalement
déprotonné [Nd(thqten] (33.7 mg, 50%).

Analyse élémentaire calculée pour [Nd(thqtcn)]: C 58.28, H 4.48, N 11.33 (741.93); expérimentale :
C 58.89, H 4.52, N 11.14%. Cette analyse a été réalisée en milieu anhydre.

Des cristaux orange de [Nd(thqgtcn)] sont obtenus par lente diffusion d’une solution méthanolique de

KOH 1.10” M dans une solution de [Nd(H,thqten)]™" 4.10° M.

- [Er(thgtcn)]

Une solution de Er(OTf); (0.09 mmol) dans 4 mL de MeOH est ajoutée a 4 mL d’une solution
méthanolique de ligand (0.09 mmol). On ajoute tout d’abord 0.85 équivalent de KOH jusqu’a
obtention d’une solution jaune d’espéces partiellement protonnées. La solution est placée une nuit au

frigo pour faire précipiter les sels qui sont éliminés par filtration sur PTFE. Ensuite, on ajoute 3.3
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équivalents de KOH, on concentre jusqu’a la limite de solubilité et on place le mélange au frigo. La
lente évaporation donne un solide jaune microcristallin qui est séparé par filtration et rincé avec du
méthanol et de I’eau milliQ. Apres séchage pendant 2 jours sous vide secondaire, on obtient le
complexe déprotonné [Er(thqtcen] (32.6 mg, 48%).

Analyse élémentaire calculée pour [Er(thqtcn)]: C 56.53, H 4.35, N 10.99 (764.95); expérimentale : C
56.98, H 4.22, N 10.73% (en milieu anhydre).

[Yb(H.thgtcn)]"*

Le complexe de [Yb(H,thqtcn)]"" est préparé in situ en dissolvant des quantités équimolaires de ligand
et de Yb(OTf); dans MeOD (Cnaqgntngten) = 1.2.10° M). Des aliquotes de solution de KOD 1M sont
successivement ajoutés et la formation du complexe est suivie par RMN 'H. L’ajout de 0.85 équivalent
de base est nécessaire a la formation du complexe. Au-dela de 0.85 équivalent la formation d’un

précipité jaune de [Yb(thqtcn)] est observé.

RMN 'H & 25°C (CD;OD, 400 MHz, 25°C): 8=-12.11 (s, 1H, (CHy)tcn), -4.88 (s, 1H, (CH,)tcn),
-3.70 (s, 1H, Hsy/Hsp), 2.77 (s, 1H, (CHa)ten), 4.59 (s,1H, Hso/Hsp), 4.59 (s, 1H, Hy,), 7.87 (s, 1H, Ho),
8.25 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Hg), 9.23 (s, 1H, Hy), 9.95 (s, 1H, Hy), 15.16 (s, 1H, (CH,)tcn).

RMN 'H a 15°C (CD;OD, 400 MHz, 15°C): 8=-13.16 (s, 1H, (CH)tcn), -5.41 (s, 1H, (CHy)tcn),
-4.18 (s, 1H, Hs,/Hsp), 3.60 (s, 1H, (CHy)ten), 4.47 (s, 1H, Hyo), 5.55 (s, 1H, Hs,/Hsp), 7.89 (s, 1H, Hy),
8.27 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Hg), 9.25 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Hg), 9.99 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H;), 15.80 (s, 1H,
(CH,)tcn).

L’attribution des signaux a été obtenue a partir de I’interprétation simultanée des couplages scalaires

(expérience COSY) et de I’effet Overhauser (NOESY).

La solution préalablement obtenue est diluée a 0.72.10° M puis la lente diffusion d’isopropyl éther
donne des monocristaux jaunes de {[Yb(Hs,thqten)]?*},, 3 OTf ", 3 MeOH. Une quantité suffisante
de ces longues aiguilles jaunes est obtenue pour effectuer la mesure du rendement quantique a 1’état

solide de I’espéce dimérique {[Yb(Hs,thgten)]¥*"}

2

- [Yb(thqgtcn)]

Une solution de Yb(OTf); (0.10 mmol) dans 4 mL de MeOH est ajoutée a 4 mL d’une solution
méthanolique de ligand (0.10 mmol). On ajoute tout d’abord 0.85 équivalent de KOH jusqu’a
obtention d’une solution jaune d’espéces partiellement protonnées. La solution est placée une nuit au
frigo pour faire précipiter les sels qui sont éliminés par filtration sur PTFE. Ensuite, on ajoute 3.3

équivalents de KOH, on concentre jusqu’a limite de solubilité et on place le mélange au frigo. La lente
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évaporation donne un solide jaune microcristallin qui est séparé par filtration et rincé avec du
méthanol et de I’eau milliQ. Apres séchage pendant 2 jours sous vide secondaire, on obtient le
complexe [Yb(thqgten] (67.2 mg, 87%).

Analyse élémentaire calculée pour [Yb(thqtcn)]: C 56.10, H 4.32, N 10.90 (770.73); expérimentale :
C 55.81, H 4.06, N 10.65% (en milieu anhydre).

IIL.8. Ligand thqgtcn-SO5°*

Le complexe de [Nd(thqtcn-SO3)]* a été préparé in situ en dissolvant des quantités équimolaires de
ligand et de Nd(OTf); dans D,O (4.107 M). Le pD a été ajusté par une solution de NaOD dans D,O
(1M et 0.1 M). La valeur de pD est corrigée par rapport aux effets isotopiques du deutérium.

- [Nd(thgtcn-SO3)F

RMN 'H a 25°C (D,O, 400 MHz, 25°C, pD 7.7):

Qui(0")(SO3) 5=0.46 (s, 1H, (CHa)tcn), 0.78 (s, 1H, (CH,)tcn), 1.68

r (s, 1H, (CHy)tcn), 4.82 (s, 1H, (CHy)ten), 5.46 (s,1H,

Hs./Hsp), 5.97 (s, 1H, Hsi/Hs), 6.87 (d, J = 7.0 Hz, 1H,

Ho), 8.89 (d, J = 7.0 Hz, 1H, Hg), 9.83 (d, J = 8.0 Hz,
1H, Hy), 10.32 (d, ] = 8.0 Hz, 1H, H;).

12

Nevgyy

RMN 'H a 70°C (D,0O, 400 MHz, 70°C, pD 7.7):
6=0.62 (s, 1H, (CHy)tcn), 1.30 (s, 1H, (CHy)ten), 1.75
(s, 1H, (CHy)ten), 4.50 (s, 1H, (CHy)ten), 5.16 (s,1H,
Hs./Hsp), 5.54 (s, 1H, Hs,/Hsp), 6.81 (d, J = 7.0 Hz, 1H,
Hy), 8.75 (d, J = 7.0 Hz, 1H, Hg), 9.46 (d, J = 8.0 Hz,
Hg 1H, Hg), 10.52 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H,).

L’attribution des signaux a été obtenue a partir de I’interprétation simultanée des couplages scalaires

(expérience COSY) et de I’effet Overhauser (NOESY).

IV. Méthodes analytiques

Les solutions de sels métalliques préparées a partir des sels commerciaux en vue de mesures de
potentiométrie, spectrophotométrie ou spectrofluorimétrie, ainsi que de relaxométriec ou de mesures
RMN 'H sont systématiquement dosées par colorimétrie avant d’étre utilisées. Ce dosage permet

d’accéder au taux d’hydratation du sel utilisé.
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Dosage des sels de Ln(I1l) et Zn(1l)

A un volume connu de solution de sel métallique (1 a 5 mL), on ajoute 10 mL de tampon acétique
([CH3COOH] = [CH3COO] = 0,1 M, pH =4.75) et 3-4 gouttes de xylénol orange comme indicateur
coloré. La solution est dosée par une solution de titriplex (III) (EDTAH,Na,) selon I’équation bilan

suivante :
Ln** + EDTAH,Na, = [EDTALn] +2Na* +2H"

Lorsque 3 < pH <5, I’indicateur coloré est mauve quand il est complexé par le cation métallique,

jaune sinon. Aprés le virage de I’indicateur coloré, quelques gouttes de CH;COONa sont ajoutées. Si

la coloration jaune disparait, le dosage doit étre poursuit.

Dosage des sels de Ca(Il)

Les ions Ca(II) sont dosés de maniére similaire par le titriplex (III) dans une solution de KOH (le pH
est ajusté a 12.5). L’indicateur coloré utilisé est le calcon ou noir d’eriochrome bleu R (acide 1-(2-
hydroxy-1-naphtylazo)-2-naphtosulfonique. C’est un triacide de pKa respectifs 1, 7.3 et 13.5 qui est

bleu en solution aqueuse a pH = 12.5 et rose en présence de Ca(ll).

1v.1. Etudes potentiométriques

IvV.1.1. Matériel utilisé

L’appareil utilisé est un potentiometre (751 GPD titrino Metrohm) équipé d’une burette automatique
(V =5 mL). Le pH est mesuré a I’aide d’une électrode de verre combinée Metrohm (Référence :
Ag/AgCl, dans KCI1 3 M). La cellule de mesure est thermostatée a 25.0 = 0.1°C et la température de la
solution est mesurée par une électrode a thermocouple. Tous les dosages sont réalisés sous atmosphére
d’argon pour éliminer le CO, atmosphérique.

Chaque dosage est effectué a force ionique constante, dans KCI 0.1 M. Les solutions titrantes de HCI
et de KOH 0.1 M sont préparées par dilution d’ampoules commerciales titrées (Titrisol, Merck) avec
de I’eau milliQ (eau déminéralisée de résistivité 18 MQ.cm obtenue par le systéme Millipore/MilliQ).
Les solutions titrantes sont renouvelées tous les mois ou lorsque le pourcentage de carbonate de la
solution de KOH -déterminé par la méthode de Gran- n’est plus négligeable (supérieur a 2% de la

concentration totale de base)."!

IV.1.2. Calibration de l'électrode

Il s’agit de déterminer la caractéristique E = f(pH) de I’appareil. En effet, la force électromotrice E

(mV) de la solution est donnée par la relation suivante :
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1000 x RT x Lnl0 avec R=28.314 J K" .mol”, T =298 K
X x pH
F et F =96500 C.mol ' (constante de Faraday).

Emesurée = EO - f

Calibrer 1’électrode revient donc a déterminer les parametres E° et f qui sont respectivement
I’ordonnée a 1’origine et la pente de la droite E = f(pH).

0.6 mL d’une solution de HCI 0.1 M dissous dans 20 mL d’une solution de KCI 0.1 M sont dosés par
une solution de KOH 0.1M. 24 incréments de 0.05 mL sont distribués. A chaque incrément, la force
électromotrice E de la solution est mesurée et le pH calculé. Des calibrations systématiques sont
effectuées avant chaque dosage. L’¢électrode est considérée comme stable lorsque les valeurs de E° et f

sont reproductibles sur 2 a 3 étalonnages.

IvV.1.3. Dosages

- Détermination des pKa du ligand

Une solution de 20 mL de ligand (4.10* M — 1.10° M) dans KC1 0.1 M est dosée par KOH 0.1 M. Des
incréments de 10 pL sont utilisés et un temps d’attente de 120 s entre deux mesures est imposé. Plus
de soixante-dix points sont collectés. Un dosage retour par HCI est réalisé systématiquement dans les

mémes conditions. Chaque expérience est réalisée trois fois.

- Détermination des constantes de complexation

20 mL d’une solution de complexe dans KCl 0.1 M sont préparés a partir de la solution de ligand
précédemment dosée et d’une solution mere de sel métallique dans 1’eau milliQ de concentration
connue (~ 4.10° M) (voir § IIL). Les quantités de solutions introduites sont ajustées a la
stoechiométrie voulue: L: M 1: 1 ou 2: 1 ([L] ~ 5.10* M). La solution a titrer est acidifiée si
nécessaire en ajoutant une quantité connue de HC1 0.1 M. Des incréments de 10 uL sont utilisés et un
temps d’attente de 360 s entre deux mesures est imposé. Plus de cinquante points sont collectés. De
méme, un dosage retour par HCI est réalisé systématiquement et chaque expérience est réalisée trois

fois.

- Ajustement par Hyperquad 2000

L’ajustement mathématique des courbes pHumesure = f(Vijouts) @ 1’aide du programme Hyperquad 2000
permet d’accéder aux constantes de protonations du ligand Ka; et aux constantes de formation des
complexes ;. Les concentrations initiales en ligand, proton et métal sont fixées, ainsi que la valeur de
pKw (13.78 a 298 K et force ionique 0.1 mol.L™").") Lors de la détermination des constantes de
complexation, les valeurs de Ka; trouvées pour le ligand sont également fixées. L’erreur estimée dans

les observations expérimentales est représentée par la valeur 6. Le modele utilisé est considéré comme
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valide si & est proche de 1. Toutes les valeurs et les erreurs représentent la moyenne d’au moins trois

expériences indépendantes.
Iv.2. Mesures de luminescence

IV.2.1. Luminescence dans le visible (Lnh = Eu, Tb)

Toutes les mesures de luminescence des complexes émettant dans le visible sont effectuées en solution
sur un fluorimétre Perkin-Elmer LS-50B équipé d’une lampe a xénon pulsée et d’un
photomultiplicateur de type R928. La solution étudiée est placée dans une cuve en quartz Suprasil
(Perkin-Elmer) de 10 mm ou 2 mm d’épaisseur (selon la quantit¢ de solution disponible), a

température ambiante (20°C).

Les spectres d’absorption UV-visible sont enregistrés en solution sur un spectrométre Cary 50 Probe
UV/Vis Perkin-Elmer. De méme, la solution étudiée est placée dans une cuve en quartz Suprasil de

10 mm d’épaisseur, a température ambiante (20°C).

- Mesure des temps de vie de phosphorescence en solution

Les spectres d’excitation et d’émission de solutions de complexes préparés in situ (Ln = Eu, Tb) sont
enregistrés. Pour ’Eu(Ill) et le Tb(IIl), I’intensité d’émission est maximale aux longueurs d’onde
d’émission Ay, suivantes : 616 nm (transition 5D0-7F2) et 545 nm (transition 5D4-7F5) respectivement.
L’excitation peut avoir lieu :

- par l’intermédiaire du ligand (effet « d’antenne ») lorsque celui-ci posséde un
chromophore. La longueur d’onde d’excitation A, du ligand est donnée par le
maximum du spectre d’excitation a A, fixée ;

- ou directement sur le métal. Les coefficients d’absorption molaire sont alors
beaucoup plus faibles et de plus fortes concentrations de complexes devront étre
utilisés :  Ae(Eu)=396nm (¢=2,77 Lmol'.cm™) et A4 (Tb)=368 nm
(e =0.34 L.mol™.cm™).

Le temps de vie de phosphorescence t est déterminé a partir de la décroissance temporelle de
I’intensité d’émission & A, apres excitation a Aey.

Les paramétres d’enregistrement des spectres sont les suivants : 5 flashs d’excitation, un délai entre
I’excitation et 1’acquisition (« delay ») variable de 0.05 a 10 ms (3 a 4t) et un temps d’acquisition
(« gate time ») de 10 ms. L’ouverture des fentes d’excitation et d’émission est ajustée afin d’avoir le
maximum d’intensité tout en conservant une bonne résolution du spectre. Toutes les valeurs et les

erreurs  représentent la  moyenne d’au  moins  trois  expériences  indépendantes.
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- Détermination du nombre de molécules d’eau en premiére sphére
de coordination des cations Eu(III) et Tb(III)

Mesures dans ’eau
Pour chaque cation, deux solutions (une dans le tampon TRIS pH = 7.4 et une dans D,O 99,8%) sont
analysées. Les complexes sont préparés in situ. Le pD de la solution d’eau lourde est ajusté (pD ~7)
avec une solution de NaOD dans D,O. Les concentrations utilisées sont les suivantes :

- [Eu’']=0.50 mM, [L]=0.51 mM

- [Tb**]=0.050 mM, [L]=0.051 mM.

L’excitation se fait par I’intermédiaire du ligand.

Mesures en présence d’Albumine de Sérum Bovin (BSA)

Des solutions 4mM de [Tb(dpaa)] en présence de 12% m/v BSA ([Tb(dpaa)]= 3.92 mM,
[BSA]=1.8 mM, pH = 7.0) ont été préparées in situ en dissolvant une quantité appropriée de BSA
dans une solution de [Tb(dpaa)] (dans I’eau milliQ ou dans D,O & pH~7, ajusté avec NaOH or NaOD)
de concentration connue. Les spectres d’émission ont été enregistrés par excitation directe du métal et

via I’intermédiaire du ligand. Les résultats obtenus sont similaires dans les deux cas.

Dans chacun des cas, le nombre de molécule d’eau coordinées au métal est calculé en utilisant les

équations décrites en Annexe 1.

- Mesure du rendement quantique en solution

Les paramétres d’enregistrement des spectres d’émission sont les suivants : 1 flash d’excitation, un
délai entre 1’excitation et I’acquisition fixe de 0 ms et un temps d’acquisition de 10 ms. L’ouverture
des fentes d’excitation et d’émission est ajustée afin d’avoir le maximum d’intensité tout en
conservant une bonne résolution du spectre. Des solutions environ 10° M des complexes d’ Eu(III) et
de Tb(II) étudiés et des références sont préparées in situ en mélangeant des volumes appropriés de
solution titrée de Ln(Ill) dans I’eau (milliQ ou D,0) et de ligand (dans le tampon TRIS 0.1 M,
pH = 7.4 ou dans D,O, pH = 6.5 — 7.5 ajusté avec NaOD). La concentration des solutions est ajustée
pour avoir une absorbance maximale de 0.05 + 0.02.

Le traitement des données est réalisé selon le protocole décrit en Annexe 4. Les références utilisées y

sont également précisées.

IV.2.2. Luminescence dans le proche infrarouge

Les études de luminescence dans 1’infrarouge ont fait I’objet d’une collaboration avec le laboratoire du

Pr. J.C. Biinzli, a I’EPF Lausanne.
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Les mesures de luminescence basse résolution (spectres et temps de vie) sont réalisées sur un
spectrometre  Fluorolog FL-32 de chez Spex-Jopin-Yvon-Horiba possédant des doubles
monochromateurs d’émission et d’excitation et un photomultiplicateur R928P. Les mesures dans le
proche infra-rouge sont réalisées par 1’intermédiaire d’un deuxiéme canal de mesure, équipé¢ d’un
monochromateur FL-1004. L’intensité lumineuse est mesurée par deux détecteurs solides InGaAs
Jobin-Yvon, i) DSS-IGA020, refroidit a 77 K (800 a 1600 nm), ii) DSS-IGA020A (800 a 1700 nm), a
température ambiante, insérés dans un systéme LN2 incluant un miroir elliptique (faisceau a 90°) et
couplé a un systéme d’acquisition Jobin Yvon SpectrAcqu2. Tous les spectres sont corrigés par
rapport aux fonctions expérimentales.

Les mesures de luminescence moyenne et haute résolution sont réalisées de la maniére suivante. Tous
les composants électroniques sont connectés a une carte de contréle PCI qui assure la connexion entre
les appareils et 1’ordinateur et permet le traitement des données par un programme développé au
laboratoire avec le logiciel Labview 7.0 de National Instrument. Trois types de lampes reliées a des
fibres optiques Optonet ont ét¢ utilisées pour 1’excitation : i) une lampe xénon haute pression Zeiss
XBO 450 W couplée a un monochromateur Oriel 1/4 M 77200 contr6lé par un moteur pas a pas et un
obturateur spécialement développés pour 1’excitation large bande, ii) un laser Cohérent CR-599 a
longueur d’onde ajustable (bande passante 0.03 nm, 50-300 mW) pompé par un laser continu Cohérent
Innova-90 (8 W) pour lequel les raies a 465.8, 488 et 514 nm sont utilisées, et iii) un laser accordable
Opotek Vibrant 335 I incluant un laser Nd :Yag Quantel brillant (330 mJ & 1064 nm) équipé d’un
doubleur de fréquence (160 mJ a 532 nm), d’un tripleur (110 mJ a 335 nm), d’un quadrupleur ( 54 mJ
a 266 nm) et d’un cristal MagicPrism" OPO (bande passante 2-15 cm™, 25-54 mJ de 410 a 690 nm et
2-12 mJ de 720 a 2400 nm), pompés a 335 nm. La lumicre émise est analysée a 90° par un
monochromateur Spex 1870 a réseaux holographiques 950g/nm blasés a 900 nm. L’intensité
lumineuse est mesurée par un photomultiplicateur NIR Hamamatsu PMT Module H9170-75 équipé
d’un adaptateur A9176MOD et couplé pour les spectres d’émission a un double compteur de photons
Stanford Research SR-400.

Pour la détermination des temps de vie, le signal de sortie du photomultiplicateur est recueilli par un
oscilloscope Lecroy LT262 (1 GHz) pour éviter la saturation du signal, puis dans un moyenneur multi
canal Stanford Rsearch SR-430. Les données sont transférées a un PC et corrigées pour les fonctions
expérimentales. Les valeurs données pour les temps de vie représentent la moyenne de trois
expériences indépendantes, réalisées en mode phosphorescence en faisant varier le délai d’acquisition
au maximum du spectre d’émission (0.05 — 0.5 ms). La décroissance mono exponentielle est analysée
avec Origin 7.0.

Les rendements quantiques ont été déterminés par une méthode absolue utilisant une sphére

d’intégration!”.
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Etude des complexes [Ln(thqtcn)](Ln = Yb, Nd, Er)
Les complexes de [Ln(thqtcn)] préalablement isolés et séchés ont été étudiés (temps de vie et

rendement quantique) a 1’état solide, dans des capillaires en quartz Suprasil.

Etude des complexes [Ln(thqtcn-SO3)]* (Ln = Yb, Nd, Er)

Les complexes [Ln(thqten-SO;)]* ont été étudiés en solution, dans des cuves en quartz Suprasil avec
un chemin optique de 0.2 cm. Des solutions des complexes [Ln(thqtcn-SOs)]> a pH = 7.4 dans le
tampon TRIS ont été réalisées in situ en mélangeant le ligand et le sel de lanthanide Ln(OTf);
correspondant dans les proportions stoechiométriques. Des solutions de concentration 1.10” M ont été

utilisées.
1v.3. Etudes par Spectroscopie par Résonance Magnétique

Nucléaire

Différents appareils et spectromeétres ont été utilisés en fonction du champ magnétique, de la

sensibilité ou de la résolution souhaitée.

45 MHz : - minispec BRUKER « mqvar » ND2318 ('H : 42.2 MHz)
60 MHz : - électroaimant Drush commandé par une console Apollo tecmag (‘H : 59.8 MHz)
200 MHz : - spectrométre BRUKER Avance 200 (‘H : 200.13 MHz)
400 MHz : - Mercury VARIAN 400 ('H : 400.12 MHz)
- Unity VARIAN 400 ('H : 399.96 MHz)
500 MHz : - BRUKER Avance 500 (‘H : 500.13 MHz)

Sauf mention contraire, les spectres ont été enregistrés a une température réelle de la sonde contrdlée a
298 K. Les valeurs de pH reportées sont corrigées par rapport a 1’effet isotopique du deutérium selon
54 ; ; 18] —

I’équation suivante : pH=pD,, ... +0.4

Si la référence n’est pas mentionnée, les déplacements chimiques ont été reportés en utilisant le
solvant comme référence interne. Le déplacement des protons HOD est ajusté en fonction de la

température en utilisant I’équation de Nudelman.”

IvV.3.1. Détermination des constantes de protonation du ligand
Hsbpatn par RMN 'H
Les spectres RMN 'H ont été enregistrés sur le spectrométre Mercury VARIAN 400 a 25°C. Des
solutions de Hsbpatcn dans D,O (1.8.10°M) ont été préparées. Le sel de 2,2-dimethyl-2-silapentane-5

sulfonate sodium (DSS, 10°M) a été introduit comme référence interne. Les valeurs du pD apparent

ont été¢ ajustées par 1’ajout de solutions diluées de NaOD/D,O et DCI/D,O (Aldrich). Elles sont

276



Partie expérimentale

mesurées par une microélectrode combinée reliée a un pH-metre MeterLab PHM 220. La force

ionique n’a pas été ajustée.

Iv.3.2. Mesures des temps de relaxation

Trois types de temps de relaxation ont été mesurés : i) le temps de relaxation longitudinale T,
correspondant au temps de retour a 1’équilibre selon I’axe privilégié de 1’aimantation (axe z), ii) le
temps de relaxation transversale T, correspondant au temps de retour a 1’équilibre de I’aimantation
macroscopique dans le plan (x,y) et iii) le temps de relaxation transversal T,, correspondant au temps
de décroissance de I’aimantation dans le repére tournant. Le principal intérét de la mesure de T, est de
s’affranchir de 1’évolution de I’aimantation selon le couplage J entre noyaux.

Avant chaque expérience, I’impulsion a 90° est calibrée, et le délai d1 (délai de retour a I’équilibre) est
fixé a 5 T,. Pour chaque expérience, le traitement des données est réalisé en intensités et en intégrales
afin de vérifier que les résultats obtenus sont similaires dans les deux cas. En général, on admet que

I’erreur sur la mesure est de 5% environ.

- MesuredeT;

Les mesures ont été réalisées sur I’ensemble des spectrométres. La séquence d’inversion-récupération
présentée Figure 1 a été utilisée. La perturbation est une impulsion a 180° qui inverse I’aimantation
selon I’axe z, suivie d’une attente pendant un délai t variable et d’une impulsion de lecture a 90°. Aq

correspond au temps d’acquisition et d1 au délai de retour a I’équilibre de 1’aimantation (5 a 7 T)).

180° 90°

Aq

dl T

Figure 1 : Séquence d’inversion récupération pour la mesure de T,.

D’apres les équations de Bloch, le retour a I’équilibre de 1’aimantation est régi par 1’équation :

T
M _(t)=M,|1-2exp(——)
T
Pour chaque échantillon, les valeurs de T, ont été obtenues par ajustement d’une exponentielle a trois

paramétres, prenant en compte le retournement imparfait de 1’aimantation aprés I’impulsion a 180°,
ceci pour des délais t variant de quelques millisecondes a d1.

- Mesurede T,

Une perturbation initiale de 90° est d’abord appliquée. L’aimantation évolue ensuite selon une

séquence d’écho de Carr-Purcell et Meiboom-Gill (Figure 2). Ceci permet une défocalisation, puis une
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refocalisation des spins dans le plan (x,y), annulant ainsi tout effet de déplacement chimique. Il ne

subsiste que I’atténuation de 1’aimantation transversale due a T».

90° 180°

Aq

n fois

Figure 2 : Séquence Carr-Purcell et Meiboom-Gill de mesure du temps de relaxation transversale.

Le retour a I’équilibre est régi par 1’équation suivante :
2nt
M., (@) =M, exp(==-)
2
De fagon pratique, le temps t est fixé a 1 ms et I’on fait varier le nombre de fois n ou la séquence est
répétée. n doit étre pair pour diminuer les effets de diffusion translationnelle, et est ajusté de telle sorte

que le temps de la sous-séquence t—m—r varie entre 2 ms et d1. Le traitement s'effectue ensuite de

fagon similaire a celui de Ty, par un ajustement a 3 paramétres.

- Mesurede T,,

Le principal probléme de la séquence de mesure de T, est que 1’aimantation évolue selon le couplage
scalaire J lorsque le noyau n’est pas isolé. Pour s’affranchir de ce probléme, le temps de relaxation
transversale peut étre mesuré par verrouillage (spin-lock) le long du champ radiofréquence.

90°

SL

. Al
d1 . q

Figure 3 : Mesure du temps de relaxation transversale dans le repére tournant par spin-lock.

Aprés une impulsion classique a 90°, un champ radiofréquence B, est appliqué pendant un temps t
variable. L’aimantation précesse autour de B; et comme elle lui est colinéaire, elle reste fixe dans le
champ tournant avec B;. L’aimantation est alors verrouillée.
En pratique, on fait varier T entre quelques millisecondes et d1. Le traitement est ensuite similaire aux
précédents car I’aimantation évolue selon 1’équation suivante :

S(r) =S, exp(—7/T1p)
La puissance du spin lock appliqué couvre 4 ppm a 500 MHz (spin-lock : 2000 Hz), 7 ppm a 400 MHz
(spin-lock : 2800 Hz), et 3 ppm a 200 MHz (spin-lock : 600 Hz).
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- Solutions « type »

Pour chaque complexe de Gd(IIl) étudié, les trois temps de relaxation ont été¢ déterminés pour les
protons de 1’eau (H,O ou HOD) et pour les protons d’une sonde : fer-butanol C(CH3);0D ou méthanol
(CH;0H ou CH;0D).

Les échantillons ont été préparés in situ en mélangeant des quantités appropriées de ligand et d’une
solution mere de GdCl;.6H,O de concentration connue (dans HyO milliQ ou dans D,O extra-pure
99.99% d’atome D, Eurisotop). Le pH est ensuite ajusté a 7 environ avec une solution de soude
(NaOH ou NaOD). L’absence de métal libre est vérifiée par le test au xylénol orange.'” La

composition des échantillons est la suivante :

- dans eau H,0 : [Gd’"] = 4.0 mM, [ligand] = 4.4 mM, solvant : H,O milliQ

- dans eau HOD : [Gd*"] = 4.0 mM, [ligand] = 4.4 mM, solvant : D,O/H,0 96/4

- en présence de sonde ter-butanol : [Gd’"] = 4.0 mM, [ligand] = 4.4 mM, [C(CH;);0D] = 0.4
M, solvant : D,0 extra-pure

- En présence de sonde méthanol : [Gd’'] = 4.0 mM, [ligand] = 4.4 mM, [CH;O0H] = 0.4 M,

solvant : D,0 extra-pure.
IvV.3.3. Etude de la formation de complexes ternaires

- Interaction avec les anions endogénes

Des solutions méres (~2 M) de chaque anion (hydrogenophosphate de sodium, bicarbonate de
potassium, lactate de sodium, oxalate de potassium, acétate de sodium et acide citrique) sont
préparées en dissolvant une masse précise de chaque acide ou sel dans D,O puis en le neutralisant a
pH = 7.4 avec des solutions de KOD ou DCI. Les solutions du complexe de Gd(III) étudié en présence
d’anions sont obtenues en mélangeant des volumes appropriés de solution de complexe (a pH = 7.4) et
de la solution mére d’anion. La relaxivité du complexe étudié est mesurée a 200 MHz puis comparée a
celle du méme complexe dans D,O au méme pD.

Pour la détermination de la constante d’affinité apparente du complexe [Gd(dpaa)(D,0O);] pour le
bicarbonate, une solution de [Gd(dpaa)(D,0O);]/bicarbonate de concentration connue dans D,0O a été
titrée par une solution de [Gd(dpaa)(D,0O);] au méme pD et de méme concentration en Gd(III)

([Gd]iot = 0.51 mM). La relaxivité a 200 MHz a été mesurée apres chaque addition.

- Etude de I'affinité avec I’Albumine de Sérum de Baeuf (BSA)

La relaxivité des complexes de Gd(III) en présence de BSA 4.5 % (m/v) a été mesurée a 45 MHz. Les
échantillons ont la composition suivante : [Gd’"] = 0.20 mM, [ligand] = 0.22 mM, [BSA] = 0.68 mM.

Les solutions ont été préparées en dissolvant une masse précise de BSA (Fraction V, Sigma -Aldrich)
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dans une solution meére de complexe de concentration connue (~0.2 mM). La relaxivité est comparée a
celle du ligand dans I’eau au méme pH apres soustraction de la contribution diamagnétique de la BSA.
Pour la détermination de la constante d’affinité du complexe [Gd(dpaa)(H,O);] pour la BSA, six
solutions de [Gd(dpaa)(H,0);] ([Gd**] = 0.21 mM, [dpaa] = 0.23 mM) dans I’eau milliQ a pH = 7.0
(apres ajustement par une solution aqueuse de NaOH) ont été préparées a différentes concentrations en
BSA (0-1.82 mM). Les temps de relaxation T; et T, ont ét¢ mesurés a 60 MHz et 25°C dans un

¢électroaimant Drush commandé par une console Apollo tecmag.

- Mesure de Ia relaxivité dans le sérum bovin

La relaxivité des complexes de Gd(III) dans le sérum bovin (origine : Nouvelle-Z¢lande, Invitrogen) a
été mesurée a 45 MHz. Les échantillons ont été préparés en dissolvant une quantité connue de
complexe dans 1 mL de sérum bovin. Les ¢échantillons ont la composition suivante :
[Gd’"]=0.20 mM, [ligand] = 0.22 mM. La relaxivité est comparée a celle du ligand dans ’eau au
méme pH aprés soustraction de la contribution diamagnétique du sérum. Les temps de relaxation T, et

T, ont été mesurés a 45 MHz et 25°C a I’aide d’un minispec BRUKER « mqvar » ND2318.

1v.3.4. Mesure de coefficients de diffusion

Cette mesure est effectuée par une séquence d’échos stimulés simples utilisant des gradients bipolaires

]

et développée par Jerschow et Miiller (Figure 4).''" Les gradients bipolaires permettent une

atténuation plus lente du signal en T; plutot qu’en T,.

4

T
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Figure 4 : Séquence d’échos stimulés pour la mesure de coefficients de diffusion."!

En pratique, d est relié au temps d’application du gradient, et T au temps de diffusion de la molécule

2 3
selon I’équation suivante : A =T + 55 + Zr ou A est le temps de diffusion de la molécule.

L’atténuation du signal obéit a une loi exponentielle : I = exp(—Dy 25°ANG?)
ou I est I’intensité du signal observé

D est le coefficient de diffusion de la molécule en cm?.s™
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y est le rapport gyromagnétique du noyau considéré en rad.s”.G™
G est le gradient variable appliqué en G.cm™
Nous faisons varier le gradient entre 0 et 80% de sa valeur maximale. Ainsi la pente du graphique

In(I) = f(G?) permet de trouver la valeur du coefficient de diffusion.

IV.4. Mesure des temps de relaxation de*”0

Les mesures des temps de relaxation de '’O ont été réalisées dans le cadre d’une collaboration avec le
Pr. L. Helm de I’EPF Lausanne. Les échantillons ont été préparés en mélangeant des quantités
appropriées de solutions de GdCl;.6 H,O et de ligand dans 1’eau. Un excés de ligand est utilisé et le
pH est ajusté (pH~7) avec une solution aqueuse de KOH. Des concentrations de Gd(III) de SmM a 20
mM ont été utilisées. L’absence de métal libre est vérifiée par le test au xylénol orange a pH 6
environ.""” De I’eau acidifiée (pH = 3.5) a été utilisée comme référence. Tous les échantillons sont
enrichis 1% avec de I’eau enrichie en '"O (Isotrade GmbH, 20%) pour améliorer la sensibilité. La
concentration en ion Gd(IIl) a été déterminée par mesure du déplacement chimique du fer-butanol
induit par la susceptibilité magnétique.!'

Les vitesses de relaxation transversales et longitudinales de 1’'’O et les déplacements chimiques ont
été mesurés entre 272 and 348 K. Les données ont été enregistrées sur un spectrometre Bruker DPX
(9.4 T, 54.2 MHz). Une unité¢ de contrdle de la température Bruker VT 3000 a été utilisée pour
thermostater 1’échantillon. Sa température a été mesurée par une technique de substitution.!” Les
échantillons ont été scellés dans des sphéres en verre qui sont placées dans des tubes RMN de 10 mm
de diamétre afin d’éliminer I’influence de la susceptibilité magnétique sur le déplacement chimique.!'"
Les vitesses de relaxation longitudinales 1/77 ont ét¢é mesurées par la méthode d’Inversion-
Récupération!" et les vitesses de relaxation transversales 1/7> par la technique d’échos de spins de

Carr-Purcell-Meiboom-Gill'"®.. Le support théorique nécessaire a 1’interprétation des données est

rappelé en Annexe 2.

V.5, Relaxométrie

Les profils NMRD ont été obtenus a 25°C entre 0.02 et 40 MHz sur un relaxométre RMN Spinmaster
FFC (Fast Field Cycling) couvrant des champs magnétiques allant de 2.5.10” T a environ 1 T. Une
séquence non polarisée (Figure 5) est utilisée pour les champs dont les fréquences varient entre 40 et

12 MHz, alors que pour les champs plus faibles, une séquence prépolarisée (Figure 6) est utilisée.
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d, T Aq

Figure 5 : Séquence de type non polarisée (fréquences entre 12 et 40 MHz).

La fréquence du champ d’acquisition (B,) est de 20.8 MHz, celle du champ de relaxation (Byelax) €st
variable et celle du champ de polarisation (B,) est de 28 ou 35 MHz. Le délai d1 correspond a 4T nax
ou Tima est le temps de relaxation le plus long. Le temps de polarisation (t,.) est fixé a 4 fois le T; du

champ de polarisation B,,. Le délai 1 varie entre 0 et 4T | pax.

pol relax acq

dl tpol

Figure 6 : Séquence prépolarisée (entre 0.01 et 12 MHz).

Les profils NMRD de solutions aqueuses de complexes de Gd(III) dans I’eau milliQ, dans un mélange
D,0/H,0 96/4, en présence de sondes méthanol ou fer-butanol et en présence de BSA ont été réalisés.

Pour la description des échantillons, se référer aux paragraphes VIIIL.2. et VIIL.3.

V. Cristallographie

Tous les cristaux ont été analysés a 1’aide d’un diffractométre Bruker SMART-CDD a trois cercles
(radiation Mo-K o, monochromateur graphite, A = 0,71073 A) piloté par le programme SMART 5.628.

Pour éviter 1’évaporation du solvant de cristallisation, I’acquisition est faite sous un courant d’azote a

50 °C.
Les parametres de maille sont obtenus :

- par collecte des intensités de diffraction de trois séries de quinze images, avec un temps

d’exposition approprié a la taille et la qualité des cristaux (10 s) ;
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- a partir de toute la collecte si le temps d’exposition est élevé.

La distance entre le cristal et le détecteur est de 5 cm. Pour la collecte compléte, 1271 images sont
prises pour 3 positions de ¢, avec des incréments de ® de 0,3 ° couvrant une hémisphére ou un
quadrant selon le groupe (Figure 7). A la fin de chaque collecte, les 50 premicres images sont

enregistrées a nouveau pour vérifier que le cristal n’a pas été détruit pendant celle-ci.

Refroidissement
du cristal
Tube a Rayons X
Collimateur Détecteur
¢ Cristal

Monochromateur

[ —

0

Goniométre

Figure 7 : Diffractométre a trois cercles.

Les images sont traitées avec le programme SAINT 6.22 (Bruker)!'” qui permet d’obtenir un fichier
d’intensité. Sur toute la collecte, les raies uniques les plus intenses sont utilisées pour affiner les
valeurs des paramétres de maille. Une correction d’absorption est réalisée a partir des raies
équivalentes grace au programme SADABS.!"™® Le groupe d’espace est déterminé par les raies éteintes
et confirmé par la résolution de la structure. La résolution est d’abord effectuée par les méthodes
directes (programme SHELXS 6.14 G).!"") puis affinée ensuite par la méthode des moindres carrés sur
les facteurs de structure. Tous les atomes a 1’exception des hydrogeénes, sont localisés par différence
des transformées de Fourier et affinés anisotropiquement en F>. Les atomes d’hydrogéne sont soit
localisés par différence des transformées de Fourier et affinés isotropiquement, soit inclus dans des

positions calculées. La validit¢ du modele est donnée par la valeur du résidu R; défini par:

F

observé

2|F

observé

:

| calculé

1

Les parametres de résolution des structures cristallographiques sont donnés dans I’ Annexe 5.
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Annexe 1 :

Détermination de g par la mesure des temps de vie de
luminescence des complexes dans I'’eau et dans D,0

Cette méthode est basée sur la différence des vitesses de désactivation de la luminescence dans 1’eau et
dans le D,O par les processus non radiatifs.
Le taux de désactivation global, qui est I’inverse du temps de vie, est donné par 1’équation suivante :
1 by .
Koy =——=k"+ D k" = k" + Y k™ (T)+ Y k" (T)+ Y k' (T)  Equation1.1
n i J l

T

obs

ou k" et k" sont les constantes de désactivation radiatives et non radiatives ; vibr désigne les processus
de vibrations, tep, les transferts électroniques photoinduits et k&’ est la constante associée a tous les

autres processus de désactivation non radiatifs.

En séparant la contribution des oscillateurs O-H a la désactivation non radiative, I’Equation 1.1
devient :

1 .
k, = - =k" + Zk;" + k% Equation 1. 2

obs

Dans le D,0, le terme k%" peut étre négligé. De plus, les vibrations O-D ne provoquent pas de
désexcitation. Y. Haas et G. Stein ont montré que chaque oscillateur O-H agit indépendamment et que
le terme k° est directement proportionnel au nombre de vibrateurs O-H li¢ au métal, et donc au

nombre de molécules d’eau liées q./""* On obtient donc I’Equation 1.3 :
Ak=kyo—kpo= k" = A'q soit g = Alky o —kpo) Equation 1. 3

ou le coefficient A dépend de I’ion Ln(III) étudié.
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Complexes avec les ions Tb(lll) et Eu(lll)

L’étude par cette méthode de nombreux complexes dont le nombre de molécules d’eau en premiére
sphére de coordination est connu indépendamment par la structure a I’état solide a permis a
W.D. Horrocks et D. R. Sudnick de déterminer les coefficients de proportionnalité Ag, et A Y
Cependant, des erreurs importantes sont observées pour les complexes dont la sphére de coordination
est saturée car I’Equation 1.3 ne tient compte ni de I’influence des molécules d’eau présentes dans la
seconde sphére de coordination, ni des contributions d’autres vibrations éventuelles (N-H ou C-H).
Une étude plus récente, sur une plus grande quantité de complexe a été réalisée par A. Beeby et ses
collaborateurs.”” ® Des corrections sur les valeurs de Ak et A ont été proposées (Equation 1.4).

L’erreur sur q est alors beaucoup plus faible (£ 0.2).
q=4, (kH20 - k[)zo —a,,) Equation 1. 4

avec A, = 5 ms, Ag, = 1.2 ms, ar, = 0.06 ms™ et ag,=0.25 ms™.

Complexes avec I'ion Yb(Ill)
L’Equation 1. 4 est également valable pour les complexes avec I’ion Yb(III). Les coefficients Ay, et

ayp ont également été déterminés par A. Beeby et ses collaborateurs : Ay, = 1 us et ay, est compris
entre 0.1 et 0.3 ps™.!

11 faut noter qu’une relation similaire existe également pour les ions Nd(III),""! Sm(III) et Dy(I1I).""!
Toutefois, dans le cas du Nd(III), cette équation doit étre utilisée avec précaution car elle est fortement
influencée par la présence des vibrateurs C-H du ligand organique. Ainsi, cette méthode sera

seulement appliquée a 1’étude de complexes de Yb(III), Tb(III) et Eu(III).
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Annexe 2 :

Détermination de la vitesse d’échange des molécules d’eau
en premiére sphére de coordination par I’étude de la
relaxation de I'oxygéene-17

Usuellement, cette vitesse est déterminée par la mesure du temps de relaxation transversale (T,) de
’oxygéne '"O de I’eau, en présence et en absence d’agent paramagnétique, a différentes températures.
Les mesures réalisées dans le cadre de ce travail ont fait ’objet d’une collaboration avec le Pr.
L. Helm a ’EPF Lausanne. De 1’eau enrichiec '"O a 1% a partir d’eau a 20% Isotrade GmbH a été
utilisée afin d’améliorer la qualité du signal. Des solutions de complexes de concentrations connues
(~20 mM) ont été préparées in situ. L’absence de métal libre est vérifiée par le test au xylénol orange'"
et la concentration en Gd(III) est déterminée par la mesure de la susceptibilité magnétique du solvant
par déplacement de la fréquence de résonance des protons du fer-butanol.”! Les temps de relaxation
longitudinaux et les déplacements chimiques sont également mesurés, permettant ainsi une
détermination indépendante du paramétre tg. Une solution d’eau acidifiée a pH 3.5 a été utilisée
comme référence. Afin de s’affranchir des corrections de la susceptibilité sur le déplacement

chimique, des échantillons sphériques ont été utilisés dans une sonde de 10 mm de diamétre.

Les vitesses de relaxation longitudinale et transversale réduites, respectivement 1/T, et 1/T,,, ainsi que
le déplacement chimique réduit Aw, sont donnés par les équations de T. J. Swift et R. G. Connick."”!
Elles sont détaillées ci-dessous (Equations 2.1 a 2.3). La contribution de sphére externe a la relaxivité

longitudinale et transversale est négligée.!"

1 11 1 1 ,
- — | = Equation 2. 1
Tvlr Pm 711 Tvld 7-vlm + 7’-m

1 1)1 1 1 T2 +7,' T, + Aw, ,
- | | = 0 Equation 2. 2
T2r Pm TZ T2d z-m (T,;l + sznl) + Aa),i

1 A
Aw, = —(a) -, ) = On Equation 2. 3
b, (l+rmT2"ni) +7.Aw;
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Avec :

- Py, la fraction molaire de molécules de solvant en premiére sphére de coordination ;

- T; les temps de relaxation longitudinale (i = 1) et transversale (i = 2) de I’'’O des molécules
d’eau en présence d’espece paramagnétique ;

- Ti les temps de relaxation de I''’O des molécules d’eau de la référence diamagnétique;

- Tin les temps de relaxation de I’'’O des molécules d’eau liées au centre métallique ;

- o le déplacement chimique de 1’'’O en présence d’espéce paramagnétique ;

- g le déplacement chimique de 1’70 pour la référence diamagnétique ;

- Awmpla contribution des molécules d’eau en premiére sphére de coordination ;

- Awmes la contribution de sphére externe au déplacement chimique, souvent négligée.

Le déplacement chimique Aw,,

La contribution de sphére interne au déplacement chimique Aw, est donnée par le déplacement

chimique des molécules d’ecau liées, déterminé par le couplage hyperfin entre le spin électronique du

Gd(IID) et Ie spin nucléaire du noyau 70 ( Equation 2. 4) :
S(S+1)B
Aw, = 81455( )8 é Equation 2. 4
3k,T h

ou g est le facteur de Landé, pg le magnéton de Bohr et By le champ magnétique extérieur.

La contribution de sphére externe, quand elle n’est pas négligée, adopte une loi de variation en
fonction de la température similaire a celle de Aw,,. Ainsi, elle sera exprimée proportionnellement a
A®p :

Ao, =C, Ao, Equation 2. 5

ou C, est une constante empirique (0 < Cys <0.1).

La vitesse de relaxation longitudinale 1/T,,,
La vitesse de relaxation longitudinale de 1’'’O des molécules d’cau liées est dominée par les

interactions dipdle-dipdle et quadripolaires (I = 5/2). Elle est décrite par 1’Equation 2. 6 :

B2y2y2 2 2
L: L(ﬂj%S(S+l) X067, +37[ 22]+3 Ve 1+77— 7, Equation 2.6
T, 15\4rn ) rg, 10 7°(21-1) 3

m

Avec :
- v le rapport gyromagnétique nucléaire de I’oxygene-17 ;
- Tgqo la distance moyenne Gd(III)-O ;
- Ile nombre quantique de spin nucléaire (I = 5/2) ;

-y la constante de couplage quadripolaire ;
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- mun parametre lié¢ au défaut de symétrie axiale du noyau ;
- 14 est le temps de corrélation relatif a la dynamique du couplage dipolaire. Il est exprimé par

I’Equation 2.7.

= — Equation 2. 7

La distance moyenne rgqo a été estimée a partir de 1’étude des structures cristallographiques d’une série
de complexes de Gd(III).”! De la méme maniére que pour la distance Gd(III)-proton, la distance
Gd(IIT)-O peut étre considérée comme indépendante du complexe étudié et égale a 2.5 A. Les
parameétres y et n sont également fixés, en considérant que la constante de couplage quadripolaire est

égale a celle de I’eau acidifiée (Equation 2.8).!°!

S\1/2
Z(l+%j =7.58 MHz Equation 2. 8

La vitesse de relaxation transversale 1/T5,,,

La relaxation transversale provient principalement de D’interaction scalaire entre le Gd(IIl) et
I’oxygéne du solvant. Elle est décrite par I’Equation 2.9 :

1 S(S+1)(Aj2
et e Dl RN
T, 3 \n

m

Equation 2. 9

Avec
- A/h est la constante de couplage scalaire (ou hyperfin) entre I’oxygene et le Gd(III) ;
- Tys le temps de corrélation associé au couplage, définis selon 1’Equation 2.10 :

1 1 1 .
- = 4y Equation 2. 10
., I, t

s e m

Les Ti sont donnés par la théorie de Bloembergen et Morgan, selon les équations décrites en

introduction. Elles sont rappelées ci-dessous (Equations 2.11 et 2.12).

| | 4 ,
—=2C 5+ OB Equation 2. 11
T, l+wgr; 1+4wgr,

C= %Azrv [45(S +1)-3] Equation 2. 12

avec, A> représentant le carré de 1’énergie associée 4 la levée de dégénérescence a champ nul (ZFS) et
Ty le temps de corrélation associé¢ a la modulation vibratoire du ZFS.
Les dépendances de ty et Ty en fonction de la température sont données respectivement par les

équations d’Eyring (Equation 2.13) et d’ Arrhénius (Equation 2. 14).
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Détermination de la vitesse d’échange des molécules d’eau en sphére interne

1 k,T AST AHT | kT AH™ (1 1 .
—=k, = exp - = exp -— Equation 2. 13
R RT | 298.15 R \298.15 T

ot ke est la vitesse d’échange a 298.15 K ; AS™ et AH” sont I’entropie et 1’enthalpie d’activation du

processus d’échange.

298 E (1 1
T,=T7, €Xp — = Equation 2. 14
R\T 298.15

ou 7,”” est le temps de corrélation a 298.15 K et E, I’énergie d’activation.
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Annexe 3 :

Description théorique approchée de la relaxation
électronique par fluctuation de « Zero Field Splitting »

Une description théorique générale de la relaxation électronique tenant compte des fluctuations du
ZFS statique est difficile a mettre en ceuvre. Cependant, P. H. Fries et E. Belorizky ont récemment
précisé le cadre théorique permettant ’interprétation rationnelle des profils NMRD expérimentaux.''!
Ils ont aussi proposé des expressions simples de la vitesse de relaxation électronique longitudinale
validées par des simulations numériques Monte-Carlo. Ainsi, pour des champs suffisamment élevés

(Bo = 0.2 T), la contribution a la vitesse de relaxation électronique due a la rotation du complexe est

r 5 . . analyt |
donnée par I’expression analytique 1/ 1.7 -

! 12 a’r ( ! + 4 ] Equation 3. 1
anal = 2°R 2 2 2 2 quation 5.
T s l+wst, 144057,

Avec
- ap I’amplitude du ZFS statique ;
- 1r le temps de corrélation rotationnelle du complexe (de coefficient de diffusion rotationnelle
associé¢ D) ;

- g la pulsation de Larmor du spin électronique.

On pose 1/T,, (B, =0) = 1/ T;fgf , le taux de relaxation électronique effectif en champ nul. La relaxation

¢électronique peut étre exprimée par I’Equation 3. 2, encore valable a trés bas champ (By =2 0).

! 1tanh( L j/(l] Equation 3. 2
T Ty | [ | e quation 3.
T, Tsf)f T, " ngf

Quand B, augmente 1/ T décroit rapidement & cause de sa dispersion en champ en (wstr)? et
devient nettement plus faible que 1/7% , de sorte que ’égalité attendue 1/7], =1/T™™" est valable.

De plus, 1/7;, tend continiment vers 1/ " quand B, tend vers 0. Il est possible d’accéder a la valeur

de 150 a partir de I’analyse de la relaxation électronique des protons des molécules d’eau, en présence

d’une sonde de spheére externe (de type (CH3);0D)) et dans 1’eau pure, a champ faible.
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Description théorigue approchée de la relaxation électronique

Mt ost déduit de 1’étude de la relaxivité de sphére

En effet, le temps de relaxation électronique T,
externe de la sonde étudiée. Comme nous 1’avons vu en introduction, la relaxivité de sphere externe
dépend du coefficient de diffusion translationnelle relative D, du diamétre de collision b et des temps
de relaxation électronique T;. et Tp. (Equations 1.12 et 1.13). En champ nul, les relaxivités

¢lectroniques longitudinale et transversale sont égales. La relaxivité de sphére externe en champ nul
dépend donc des cinq paramétres : D, b, 1/ z.;%‘ , 4 et TR.

Son expression est donnée par 1’équation suivante :

167 0N 4+ x,

Db 3(9+9x, +4x2 +x})

OS(B =0)=—=

avec X, = wlr/z'ef’"

Le coefficient de diffusion translationnelle relative D correspond a la somme des coefficients de

yiynh’ S(S +1) Equation 3. 3

diffusion absolue (c'est-a-dire par rapport au référentiel fixe du laboratoire), de la sonde et du soluté.
Le coefficient de diffusion absolu du complexe GdL est égal a celui de son analogue diamagnétique
LuL. II est mesuré a partir d’'une séquence spin-écho avec des gradients pulsés (voir partie
expérimentale). Le diametre de collision b entre le soluté sonde et le complexe est estimé a partir de
modéles moléculaires compacts. Le temps de relaxation électronique effectif en champ nul g™ est

ainsi déterminé a partir de I’étude de la relaxivité r;°® de la sonde. C’est le seul paramétre ajustable.

Notons que pour les complexes de Gd(III) dans 1’eau, X, est proche de 'unité, de sorte que
rlos (B, =0) est approximativement inversement proportionnel & b. Toute imprécision sur b va donc
directement affecter la valeur de 1/ ref/ Il est possible de s’affranchir du paramétre b en effectuant le

rapport des relaxivités de sphére externe a bas champ (By = 0) et & un haut champ By,

judicieusement choisi ( By, =4 — 5T, 200 MHz environ).

A ce champ, trois approximations peuvent étre faites :

- @, >>1/T,, car 1/T,_ décroit rapidement avec le champ.”!

- Wy >> 1/ Z'eff >1/T,, car 1/ r;if est typiquement de I’ordre de grandeur de 10' s Les

valeurs des densités spectrales de 1’équation 1.12 vue en introduction peuvent étre exprimées

approximativement de la facon suivante :

1 1
][T—+lw,] ](lw,)et][T—er)Sj ](za)s) Equation 3. 4

le 2e

- De plus, @yt >> w,7 ; oyt >>1 donc j(ia)s)<<j(ia),).
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Description théorigue approchée de la relaxation électronique

L’expression de la relaxivité de sphére externe a haut champ peut alors étre exprimée ainsi :
0s 87 2 2.2 (- .
7 (BOh)z?}/]th S(S+l)](la)l(BOh)) Equation 3. 5

Le rapport des relaxivités de spheére externe en champ nul et a haut champ qlo S est défini selon

I’Equation 3. 6 :

os :i’”los(Bo :0)
0% (B,,)

On pose x, = w/r/r;f)f , X, =4Jio,T et x, =./iw,(B,,) . En considérant les équations 3. 5 et 3. 4,

I’expression de qlo % se simplifie de la fagon suivante :

4+ 4+
qlos = %o —— |/ Re al! R Equation 3. 7
9+9x, +4x; +x, 9+9x, +4x, +x,

Ainsi, valeur de 1/ r;;f peut étre ajustée de facon indépendante a partir du rapport de relaxivité

Equation 3. 6

théorique qlo S. En pratique, nous avons effectué cet ajustement sur trois rapports différents en

mesurant la relaxivité aux fréquences de Larmor du proton de 200, 400 et 500 MHz.
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Annexe 4 :

Détermination des rendements quantiques en solution

Ln
tot >

Le rendement quantique de fluorescence de I’ion Ln(III), est défini par le rapport du nombre de

photons émis sur le nombre de photons absorbés. Il correspond a la probabilité d’un état excité de se

désactiver par fluorescence plutdt que de maniére non-radiative.

La technique utilisée au laboratoire est la méthode comparative initialement décrite par A. Williams et
al.' Elle est basée sur le postulat suivant : si deux solutions de composés x et r respectivement ont la
méme absorbance a la longueur d’onde A, elles absorbent le méme nombre de photons. De ce fait, la
comparaison de l’intégration de leurs spectres d’émission permet d’accéder au rapport de leurs

rendements quantiques par 1’équation suivante :

@), A n’ I,

ot

By, A n’ T

Equation 4. 1

ou x et r désignent respectivement 1’échantillon et la référence ; A(L) correspond a 1’absorbance de
I’échantillon considéré a la longueur d’onde d’excitation A, n I’indice de réfraction du solvant utilis¢ et

I ’intensité émise. Cette derniére est obtenue par 1’intégration de la totalité du spectre d’émission.

Cette relation n’est valable que ci les spectres d’émission sont mesurés dans les mémes conditions,
c'est-a-dire avec des longueurs d’onde d’excitation suffisamment proches pour considérer que
I’intensité de la lumicre incidente est la méme (Al < 30 nm) et avec les mémes réglages du
spectrometre (fentes d’excitation et d’émission, délais, temps d’acquisition).

Nous avons utilisé des solutions dont les absorbances sont aussi proches que possible pour la référence
et I’échantillon. De plus, des absorbances de 1’ordre de 0.05 ont été choisies afin d’éviter tout
phénoméne de filtre interne 1ié a la réabsorption d’une partie de la lumiére émise par une molécule
voisine. Pour nos systémes, ces valeurs d’absorbance sont obtenues pour des concentrations en
complexe voisines de 2:10° M. Notons que les études potentiométriques effectuées préalablement ont

montré 1I’absence de dissociation des complexes dans ces conditions.
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Détermination des rendements quantiques en solution

Des fonctions de correction d’excitation et d’émission ont été appliquées pour corriger la réponse de la
lampe, du détecteur et de ’optique afin que I’intensité mesurée soit proportionnelle au nombre de

photons. Ces fonctions de correction dépendent de I’appareillage utilisé.

Des références internes au laboratoire™ ont été utilisées ainsi que les complexes [Tb(dpa)s]® et
[Eu(dpa)s]” avec le ligand dipicolinate (dpa). Le rendement quantique précis de ces derniéres
références dépend de la concentration de 1’échantillon due a la spéciation entre les complexes bis-dpa

et tris-dpa *! Les valeurs de leurs rendements quantiques sont récapitulées dans le tableau ci-dessous.

Bor (%) Bor (%)
[Ln(dpa)s]” (A =0.026) 11.8 21.0
[Ln(dpa);]© (A =0.082) 12.5 24.3
[Ln(tpaen)] 7.0£0.7 45+5
[Ln(bpeda)] 32+0.3 29+£3

Tableau 4. 1 : Rendements quantiques des solutions de complexes utilisées comme références (pH = 7.4,
tampon TRIS, 25°C).
Les rendements quantiques des références internes au laboratoire ont eux-mémes été mesurées a partir
des complexes formés avec le ligand dpa et par rapport a des chromophores organiques de référence :
le violet de crésyl (54 £ 3 %, dans le méthanol)™ et la rhodamine (100 £ 2 %, dans 1’éthanol).!! De
plus, les valeurs ont également été mesurées par 1’équipe du professeur J.C Biinzli de I’EPF Lausanne,

pour vérification.

Etant donné le grand nombre de paramétres intervenant dans le calcul du rendement quantique,

I’erreur communément admise sur les valeurs obtenues par cette méthode a été estimée a 20% environ.
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Annexe 5 :

Données cristallographiques

Table 1. Crystal data and structure refinement for [Hsbpatcen]Cl,* H,O

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume, Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Limiting indices

Reflections collected
Independent reflections
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F*

Final R indices [[>2sigma(])]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

C22 H26 N5 O7 C12

602.47

298(2) K

0.71073 A

Triclinic

P-1

a=10.1680(18) A o =81.371(3)°
b=12.361(2) A B =73.748(3)°
c=12.692(2) A Y = 66.954(3)
1407.8(4) A°, 2

1.421 Mg/m’

0.292 mm’'

636

0.30x0.10 x 0.08 mm

1.79 to 23.26°
-10<h<11,-13<k<11,-12<1< 14
6345

3986 [R(int) = 0.0093]

Full-matrix least-squares on F*
3986/5/517

1.069

R, =0.0300, wR;, = 0.0754

R; =0.0338, wR, =0.0775

0.200 and -0.208 e.A™
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Données cristallographiques

Table 2. Crystal data and structure refinement for [Lu(dpaa)(H,0),] -2 H,O

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume, Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
F(000)

Crystal size

C16 H20 Lu N3 O10
589.32

223(2) K

0.71073 A
Monoclinic

P2(1)/n

a=28.499(8) A
b=13.470(13) A
c=16.467(16) A
1878(3) A®, 4

2.084 Mg/m’

5.319 mm

1152

0.30 x 0.04 x 0.04 mm

o = 90°
B =94.867(17)°
v =90°

Theta range for data collection 1.96 to 26.36°

Limiting indices

Reflections collected
Independent reflections
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F*

Final R indices [[>2sigma(I)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

-7<h<10,-15<k<16,-20<1<17
7309

3426 [R(int) = 0.0332]

Full-matrix least-squares on F*
3426/0/271

1.166

R; =0.0664, wR, =0.1367

R; =0.0761, wR, = 0.1408

2.939 and -2.553 e.A”
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Données cristallographiques

Table 3. Crystal data and structure refinement for

[{[Gd(dpaa)(H0)].{[Gd(dpaa)(H,O0)(OH)INa(H,0)2}2}.Na(OH)(H,0);.CH3;0H.6H,OJo

Empirical formula C65 H89 Gd4 n12 Na3 045

Formula weight 1228.23

Temperature 223(2) K

Wavelength 0.71073 A

Crystal system Triclinic

Space group P-1

Unit cell dimensions a=12.4405(17) A o = 83.439(2)°
b=13.6247(18) A B =66.688(2)°
c=14.3102(19) A v = 80.559(2)°

Volume, Z 2194.1(5) A°, 2

Density (calculated) 1.859 Mg/m’

Absorption coefficient 3.101 mm™

F(000) 1212

Crystal size 0.40x 0.30 x 0.10 mm

Theta range for data collection 2.11 to 28.30°

Limiting indices -16<h<9,-18<k<16,-18<1<13

Reflections collected 14262

Independent reflections 9973 [R(int) = 0.0217]

Max. and min. transmission  0.7467 and 0.3701
Refinement method Full-matrix least-squares on F*

Data / restraints / parameters 9973 /0/ 726

Goodness-of-fit on F? 1.021
Final R indices [[>2sigma(I)] R; =0.0320, wR, =0.0751
R indices (all data) R;=0.0423, wR, = 0.0794

Largest diff. peak and hole 1.114 and -0.776 e.A”
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Données cristallographiques

Table 4. Crystal data and structure refinement for [Nd(thqtcn)]

Empirical formula
Formula weight
Temperature
Wavelength
Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

Volume, Z

Density (calculated)
Absorption coefficient
F(000)

Crystal size

Theta range for data collection
Limiting indices

Reflections collected
Independent reflections
Refinement method

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F*

Final R indices [[>2sigma(I)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole

C36 H33 N6 Nd O3

741.92

2932) K

0.71073 A

Monoclinic

P2(1)/c

a=11.701(2) A o =90°
b=33.114(6) A B =108.902(7)°
c=28.1031(17) A v =90°
2970.4(10) A>, 4

1.659 Mg/m’

1.798 mm’'

1500

0.10x 0.10 x 0.04 mm

1.84 to 29.04°
-15<h<15,-9<k<44,-10<1<9
9681

5417 [R(int) = 0.0193]
Full-matrix least-squares on F*
5417/0/ 547

1.236

R; =0.0408, wR, = 0.0717

R; =0.0503, wR, = 0.0738
1.017 and -1.637 e.A”
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Données cristallographiques

Table 5. Crystal data and structure refinement for {{Nd(Hsthqten)]**},, 3 OTf ", 3 MeOH

Empirical formula C78 H78 FO9 N12 Nd2 O18 S3

Formula weight 2035.25

Temperature 223(2) K

Wavelength 0.71073 A

Crystal system Triclinic

Space group P-1

Unit cell dimensions a=12.9868(19) A o =89.995(3)°
b=13.748(2) A B=74.878(2)°
c=23.950(4) A v ="77.080(3)°

Volume, Z 4016.0(10) A%, 2

Density (calculated) 1.683 Mg/m’

Absorption coefficient 1.456 mm’

F(000) 2062

Crystal size 0.50x 0.50 x 0.20 mm

Theta range for data collection 1.81 to 29.15°

Limiting indices -17<h<17,-11 <k <17,-30<1<32

Reflections collected 26178

Independent reflections 18356 [R(int) = 0.0142]

Max. and min. transmission 0.7595 and 0.5297
Refinement method Full-matrix-block least-squares on F*

Data / restraints / parameters 18356 /0/ 1522

Goodness-of-fit on F* 1.026
Final R indices [[>2sigma(I)] R; =0.0290, wR, =0.0711
R indices (all data) R; =0.0376, wR, = 0.0748

Largest diff. peak and hole 0.990 and -0.726 e¢.A>
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Données cristallographiques

Table 6. Crystal data and structure refinement for {{Yb(Hsxthqten)]**},, 3 OTf ", 3 MeOH

Empirical formula C78 H781 FON12 O18 S3 Yb2

Formula weight 2087.81

Temperature 2932) K

Wavelength 0.71073 A

Crystal system Triclinic

Space group P-1

Unit cell dimensions a=12.886(4) A o = 88.664(5)°
b=13.706(4) A B=75.218(6)°
c=23.811(8) A v =76.223(5)°

Volume, Z 3946(2) A%, 2

Density (calculated) 1.757 Mg/m’

Absorption coefficient 2.535 mm’’

F(000) 2092

Crystal size 0.30x0.10 x 0.06 mm

Theta range for data collection 1.69 to 23.29°

Limiting indices -14<h<14,-15<k<15,-26<1<20

Reflections collected 17485

Independent reflections 11171 [R(int) = 0.0260]

Max. and min. transmission 0.8627 and 0.5167
Refinement method Full-matrix least-squares on F*

Data / restraints / parameters 11171/0/ 1449

Goodness-of-fit on F* 1.090
Final R indices [[>2sigma(I)] R; =0.0408, wR, = 0.1080
R indices (all data) R; =0.0456, wR, =0.1115

Largest diff. peak and hole 2.574 and -1.190 e.A>
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Lanthanide Complexes of a Picolinate Ligand Derived from 1,4,7-
Triazacyclononane with Potential Application in Magnetic Resonance
Imaging and Time-Resolved Luminescence Imaging

Aline Nonat, Christelle Gateau, Pascal H. Fries, and Marinella Mazzanti*®!

Abstract: The new potentially octaden-
tate ligand, 1-(carboxymethyl)-4,7-
bis[(6-carboxypyridin-2-yl)methyl]-

1,4,7-triazacyclononane (Hsbpatcn), in
which two picolinate arms and one ace-
tate arm are connected to the 1,4,7-tri-
azacyclonane core, has been prepared.
Potentiometric studies show an in-
creased stability of the Gd™ complex
of Hjbpaten (logKgq =15.8(2)) with
respect to the Gd™ complex of the
analogous ligand 1,4,7-triazacyclonon-
ane-N,N',N"-triacetic acid (Hjnota)
(logKgaq =13.7), associated with an in-
creased selectivity of Hsbpatcen for ga-
dolinium over calcium. The Hjbpatcn
ligand sensitises the terbium ion very
efficiently, leading to a long-lived and

(quantum yield=43%), in spite of the
presence of a coordinated water mole-
cule. 'H proton NMR studies indicate
that the metal ion is rigidly encapsulat-
ed by the three arms of the octadentate
ligand H;bpaten and that the macrocy-
cle framework remains bound (through
the five nitrogen and the three oxygen
atoms) even at high temperature. A
new theoretical method for interpret-
ing the water proton relaxivity is pre-
sented. It is based on recent progresses
in the description of the electronic spin
relaxation and on an auxiliary probe

Keywords: gadolinium - lumines-
cence -+ N ligands - relaxometry -
terbium

solute. It replaces the Solomon, Bloem-
bergen and Morgan (SBM) framework,
which is questionable at low field,
while avoiding resorting to simulations
and/or sophisticated theories with addi-
tional unknown zero-field splitting
(ZFS) parameters. The inclusion of two
picolinate groups on a triazacyclonon-
ane framework affords the mono-aquo
gadolinium  complex [Gd(bpatcn)-
(H,0)] with favourable electron-relax-
ation properties (z5 =125 ps). The op-
timisation of the electronic relaxation
by ligand design is especially important
to achieve high relaxivity in the new
generation macromolecular complexes
with long rotational correlation times.

highly luminescent terbium complex

Introduction

The unique spectroscopic and magnetic properties of lantha-
nide ions have allowed for the use of their complexes in a
wide range of medical and biochemical applications. The
high magnetic moment (S=7/2) and the slow electronic re-
laxation of gadolinium make it ideal for the design of mag-
netic resonance imaging (MRI) relaxation agents,!'” while
the long-lived luminescence of Eu™ and Tb™ complexes has
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been exploited in the development of sensors, time-resolved
high-throughput assays and fluorescence imaging.*'? The
ligand design is crucial for the effective use of the lantha-
nide properties in such biomedical applications and has in-
cited a large number of coordination chemistry stud-
ies."*13718] Poly(amino)carboxylates ligands have been par-
ticularly investigated, since the high thermodynamic and ki-
netic stability often found in their complexes are essential
features to prevent in vivo toxicity. All current Gd"-based
commercial contrast agents are low-molecular-weight com-
plexes of octadentate poly(aminocarboxylate) ligands such
as the macrocyclic Hydota (1,4,7,10-tetraazacyclododecane-
N,N',N",N"'-tetraacetic acid), and the acyclic Hsdtpa (dieth-
ylenetriamine-N,N',N"-pentaacetic acid).”) In these com-
plexes the relaxivity (the key property of a contrast agent
expressing its ability to enhance the relaxation rate of the
solvent water protons) is much lower than the theoretical
maximum, due to a lack of simultaneous optimisation of all
the parameters determining the relaxation enhancement.
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Higher relaxivity is required for the next generation of
target-specific MRI contrast agents.'’! High relaxivity can
be obtained in the presence of a high number of inner-
sphere water molecules allied with an optimised water-ex-
change rate, a long rotational correlation time and a long
electronic relaxation time."'¥ Though large efforts have
been devoted to the understanding of the molecular param-
eters that govern the relaxivity, the mechanisms and the co-
ordination properties underlying the electronic relaxation of
Gd™ complexes still remain poorly understood.'>??) This
prevents the ligand design required to optimise the electron-
ic relaxation, which becomes especially important in the
new generation macromolecular complexes with long rota-
tional correlation times.

Recently, we reported gadolinium complexes of tripodal
or tetrapodal ligands containing picolinate arms showing in-
teresting relaxation properties. 27

The tetrapodal ligand N,N’-bis[(6-carboxypyridin-2-yl)-
methyl]-ethylenediamine-N,N'-diacetic ~ acid  (H,bpeda)
yields soluble nonacoordinated complexes of gadolinium
with one water molecule bound to the gadolinium ion. This
complex shows water proton relaxivity and water-exchange
rates similar (or slightly favourable) to commercial contrast
agents. The NMRD profile®® and multifrequency EPR stud-
ies of this complex showed a rapid electron-spin relaxation
below 1T. At 0.34 T, [Gd(bpeda)(H,O)]~ was found to be
among the Gd®* complexes having the fastest transverse
electronic relaxation to date.” Dramatically different relax-
ation properties were observed for the highly symmetric
nonadentate ligand 1,4,7-tris[(6-carboxypyridin-2-yl)methyl]-
1,4,7-triazacyclononane (Hstpatcn), which contains three pi-
colinate arms connected to the 1,4,7-triazacyclonane core.
Hjtpaten yields a highly rigid nonacoordinated gadolinium
complex that does not contain coordinated water molecules
and displays a particularly high relaxivity at low field
<1MHz (53 mm™' s™" at 0.02 MHz and 298 K). A slow elec-
tron-spin relaxation was estimated from the NMRD profile
of [Gd(tpatcn)]® in agreement with detailed EPR studies
on this complex; the EPR spectra display the smallest peak-
to-peak widths observed for gadolinium chelates (at 0.34 T
and at room temperature AH,,=15 G).”I The electron-spin
relaxation of this complex was also determined by a new

) x X
HO‘g/\;;I\OF gN\]\?
0" 0H HO @5

0y’s

model-independent theory developed very recently in our
laboratory.?”” The obtained value at zero field
(~1500 ps) is the longest value reported to date (650 ps for
dota). The remarkably slow electron relaxation of this com-
plex has been interpreted in terms of the unusual coordina-
tion sphere containing six N donors associated to the com-
plex C; symmetry.

To further investigate the influence of the coordination
sphere on the electronic relaxation and to increase the re-
laxivity, we have prepared an analogous Gd™ complex con-
taining one coordinated water molecule using the new
ligand 1-(carboxymethyl)-4,7-bis[ (6-carboxypyridin-2-yl)-
methyl]-1,4,7-triazacyclononane (Hjbpatcn). In Hjbpaten
two picolinate arms and one acetate arm are connected to
the 1,4,7-triazacyclonane core yielding a potentially octaden-
tate ligand. Here we report the characterisation, the thermo-
dynamic stability of the lanthanide complexes of this ligand
and the relaxation properties of the gadolinium complex of
bpatcn®. We also describe the photophysical properties of
the terbium and europium complexes of the Hjbpatcn
ligand. Picolinate groups are efficient sensitisers of lantha-
nide luminescence and their introduction in a decadentate
ligand has previously yielded water-stable and highly lumi-
nescent terbium complexes.*” In spite of the presence of a
coordinated water molecule, usually leading to deactivation
of the lanthanide emission, the terbium complex of bpatcn®~
shows an intense and long-lived luminescence.

Results and Discussion

Synthesis and molecular structure of the ligand H;bpaten:
1-(Carboxymethyl)-4,7-bis[(6-carboxypyridin-2-yl)methyl]-

1,4,7-triazacyclononane (Hsbpatcn) was obtained in three
steps by using the synthetic route detailed in Scheme 1 with
a global yield of 9% from the previously described 6-chloro-
methylpyridine-2-carboxylic acid ethyl ester. The reaction of
1,4,7-triazacyclononane trihydrochloride with two equiva-
lents of 6-chloromethylpyridine-2-carboxylic acid ethyl ester
in presence of K,CO; produces a mixture of the desired dis-
ubstituted species (yield 24 % ), of a monosubstituted species
(11%) and of the previously described trisubstituted spe-

Q
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N
ﬂ\N N A
HOOC™ N — N "COOH

0~ oH
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Etooc” N7 ¢+ HN NH  GH,CN, reflux
— B

24%

1) CICH,COOE, K,CO;, CH,CN (56%)

2) 1M KOH, EtOH reflux
69 %

Scheme 1. Synthesis of the ligand H;bpatcn and its numbering scheme for NMR spectral assignement.

cies® (yield 36 %), which were separated by column chro-
matography. Reaction of the disubstituted product (1,4-
bis[(6-carbethoxypyridin-2-yl)methyl]-1,4,7-triazacyclono-
nane) with ethyl chloroacetate and K,CO; followed by sa-
ponification produces, after adjustement of the pH (1.5), the
ligand (Hsbpatecn)Cl, in its pentaprotonated form. The
proton NMR spectra show all the expected resonances and
satisfactory elemental analytical data were obtained.

The 'H NMR spectrum of Hsbpatcn in D,O at pD=6.4
displays a single set of seven signals implying C, symmetry.
The ethylene moiety of tacn gives rise to two peaks at 6 =
3.53 and 3.58 ppm. The CH, protons close to the picolinate
and the acetate groups appear as sharp single peaks at 0=
4.50 ppm and 3.83 ppm respectively. Pyridinic protons afford
two doublets (0=7.58 ppm and 7.86 ppm) and a triplet (6 =
7.96 ppm). Crystals of Hs;bpaten-2 HCI-4H,O were obtained
by slow evaporation of a concentrated water solution of the
ligand at pH ~1.5. The structure is represented in Figure 1.
The structure shows that all the three carboxylates are pro-
tonated with C—OH distances ranging from 1.201(4) to
1.215(4) A. From the difference Fourier electron density
map, the two remaining protons were found to be located
on the two amino nitrogens of the macrocycle neighbouring
the picolinate groups.

NMR spectroscopic studies: NMR spectroscopic studies on
the complexes [Ln(bpatcn)] (Ln=La, Eu, Lu) have been
carried out and compared with the similar studies reported
for [Ln(dota)]” complexes and with studies on lanthanide
complexes of ligands containing the 1,4,7-triazacyclononane
macrocyclic core. Numerous studies of the solution behav-
iour of lanthanide complexes of polyaminocarboxylate li-
gands by variable-temperature NMR spectroscopy have
been reported in the literature.”! Conformational equilibria
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o) that interconvert different ste-
OEt reoisomers and coordination

— H equilibria have been evidenced
NN ( Nx for the lanthanide complexes of
dota and its derivatives.?'™

N N The lanthanide complexes of

the ligand bpatcn®~ are expect-
ed to give rise to 24 signals in
the proton NMR spectrum
when coordination of all donor
atoms takes place (C; symme-
try). The rigid coordination of
the lanthanide ions can result in
two structurally independent el-
ements of chirality associated
with the coordinated triazama-
crocycle and the torsion angles
of the bound pendant arms.
The ring can adopt two enantio-
meric conformations (AMA and
000) and the chelating arms
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Figure 1. ORTEP diagram of the ligand (Hsbpatcn)Cl,-H,O, with 30 %
thermal contours for all atoms.

could be arranged in either a clockwise (A) or anticlockwise
(A) helical fashion. Accordingly, two enantiomeric pairs (A-
(AAA)/A(000) or A(868)/A(MML)) of diastereoisomers could
be formed and interconversion through ring inversion or
concerted arm rotation could occur (Figure 2). The presence
of two pairs of diastereoisomers with a rigid solution struc-
ture is expected to give rise to two sets of 24 '"H NMR sig-
nals, while the presence of a rapid exchange between
enantiomers would result in average C, symmetric solution
species yielding only 12 NMR signals. Arrangement of the
chelating arms in a nonhelical fashion could probably also
occur in these asymmetric complexes and would also result
in C,; symmetric isomers. Previous NMR studies on lantha-
nide complexes of the trianionic hexadentate triaza ligand
1,4,7-triazacyclononane-N,N',N"-triacetic acid (H,nota)* in
water and those of the neutral hexadentate ligand 1,4,7-tris-
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Figure 2. Schematic representation of the possible exchange mechanisms
of the conformational isomers of [Ln(bpatcn)].

(carbamoylmethyl)-1,4,7-triazacyclononane®”! in acetonitrile
suggested the presence in these complexes of a flexible
triaza core with a fast interconversion between the two stag-
gered conformations of the five-membered chelate rings M-
N-C-C-N occurring in conjuction with the change of the
pendant arm orientation. Conversely proton NMR studies
of the complexes [Ln(tpatcn)] (Ln=Nd, Eu, Lu) indicate
the absence of dynamic processes even at high temperature,
with the metal remaining encapsulated in a rigid structure
by the triazacyclononane ring and by the three arms of the
ligand.*%!

The proton NMR of the lanthanum complex of bpaten®™
in D,O at pD=7.1 and at 298 K at 400 MHz (Figure 3)
shows three signals for the pyridine protons, two signals
(doublets) for the diastereotopic methylene protons close to
the pyridine, one resonance for the protons of the acetate
group and three broad peaks for the protons of ethylene
moiety of the macrocycle. Six narrow signals are expected at
coalescence for the ethylene protons of the macrocycle in
the presence of dynamically averaged C, symmetric species
in which the two picolinate pendant arms are equivalent. At
343 K four slightly broad peaks are observed for the ethyl-
ene moiety of the macrocycle indicating that coalescence is
not yet fully achieved at this temperature. The diastereotop-
ic character of the CH, close to the pyridine is expected in
the presence of a long-lived coordination of the three ligand
arms to the metal on the NMR timescale. The inversion of
the macrocyclic ring associated to the concerted rotation of
the three carboxylate groups generate a symmetry plane
passing through the acetate arm and the metal ion; this sym-
metry gives rise to a single peak for the two acetate protons.
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Figure 3. '"H NMR spectrum at 298 K of [La(bpatcn)] in D,O at pD=7.1
(# denotes a hydrolite impurity).

The observed spectral features can therefore be interpreted
in terms of a fast interconversion between two conforma-
tional enantiomers (A(MA)/A(808) or A(680)/A(MAL),
Figure 2) yielding a dynamically averaged C,; symmetry. The
proton NMR spectra in water, in the range 298-278 K, and
in a water/methanol mixture, in the range 278-233 K, show
only increasingly broader peaks. This indicates that an ex-
change process is slowed down in this temperature range.
The slow exchange limit of the process interconverting
enantiomeric pairs is expected to give rise to 24 NMR sig-
nals.

At 343 K, the proton NMR spectrum of the Eu™ complex
of bpaten®~ in D,O solution at pD=9.1 (Figure 4) shows
only one set of 24 narrow signals of equal intensity with six
resonances for the pyridine protons, twelve resonances for
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Figure 4. '"H NMR spectra of [Eu(mabpatcn)] in D,O at pD=9.1 (# de-
notes a hydrolite impurity).
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the protons of the ethylenic moiety (six axial and six equato-
rial) of the macrocycle and six resonances for the methylene
protons of the pendant arms. These features are in agree-
ment with the presence of C; symmetric species at this tem-
perature in which the three macrocyclic nitrogen atoms and
the three ligand arms remain coordinated to the metal on
the NMR timescale.”**" The signals were completely attrib-
uted by a 2D-COSY experiment combined with a 'H-'H
NOESY experiment. A two-dimensional EXSY experiment
performed at 343 K showed 12 cross peaks between two
symmetry-related sets of protons indicating the presence of
an exchange between conformational isomers. This can be
interpreted by the presence in solution of one pair of enan-
tiomers (A(AAA)/A(080) or A(888)/A(AAL)) in slow exchange
at this temperature. Upon lowering the temperature the
proton NMR spectrum of the [Eu(bpatcn)(H,O)] complex
undergoes a severe broadening indicating that a second dy-
namic process is slowed down. Below 283 K the signals
become narrower and the spectrum at 278 K is similar to
the one at 343 K showing 24 signals, but broader and slightly
shifted (Figure 4). This complex dynamic behaviour could
be accounted for by an exchange process between isomers
present in solution at very different concentration and in-
volving only arm rotation or ring inversion. The low concen-
tration of the minor isomer (which would give rise to a
second set of 24 signals) prevents its identification at 278 K.
A similar unusual dynamic behaviour has been previously
observed for a dota*~ derivative containing a p-nitrophenyl
substituent® and interpreted in terms of an exchange pro-
cess involving one major species and at least one minor
isomer of very low concentration the relative population of
which changes with temperature.

The 'H NMR spectrum of the diamagnetic Lu™ complex
of bpaten®™ in D,O solution at pD=4.2 at 298 K (Figure 5)
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Figure 5. '"H NMR spectrum at 298 K of [Lu(bpatcn)] in D,O at pD=4.2.

shows only one set of 24 signals, with six resonances for the
pyridine protons, twelve resonances partially overlapped for
the protons of the ethylene moiety (six axial and six equato-
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rial) of the macrocycle and six resonances for the diastereo-
topic methylene protons of the pendant arms. A 2D-COSY
experiment combined with a '"H-'H NOESY experiment al-
lowed the accurate assignment of the pyridine protons and
of the methylene protons of the pendant arms. A strong
NOE effect is observed between the protons Hg,g, and
Hyg, gy of the CH, group close to the pyridine and the pyri-
dine protons Hy and Hy. The CH,—CH, moieties of the mac-
rocycle form a complex series of multiplets, doublets of dou-
blets and triplets that were only partially assigned. These
features are consistent with the presence of a highly rigid C,
symmetric solution structure in which the macrocyclic
framework and the pendant arms remain bound and rigid
on the NMR timescale. The proton NMR spectra remain
unchanged in the pD range 4.2-9. A very similar 'H NMR
spectrum (Figure S1 in the Supporting Information) showing
high conformational rigidity was observed for the yttrium
complex (the Y ion has a coordination number and ionic
radius similar to the Er' jon).

Two-dimensional EXSY experiments were performed in
water at 298 and 343 K. While no exchange was detected at
room temperature, at 343 K the two-dimensional EXSY
spectrum in water features cross peaks associated with the
slow exchange of the two groups of protons (1-11 and 1'-
11') located in the opposite sides of a symmetry plane aris-
ing from the slow interconversion between two pair of C;
symmetric enantiomers (A(MMA)/A(880) or A(88)/A(ML)).
The 'HNMR spectra recorded in D,O between 278 and
298 K show a splitting pattern almost unchanged over this
temperature range, indicating the absence of a second dy-
namic process in this range.

While an exchange between two enantiomeric pairs is ob-
served at elevated temperature for the La™ and the Lu™
complexes of dota*", a very different behaviour is found for
the [La(bpatcn)] and [Lu(bpatcn)) complexes with an in-
creased rigidity observed for the smaller lanthanide ions
(Y™ and Lu™ complexes).

These results suggest that the lanthanide ions are encap-
sulated by the three arms of bpatcn®™ and that the macrocy-
cle framework remains bound by the five nitrogen and the
three oxygen atoms, even at high temperature, as previously
observed for the lanthanide complexes of the symmetric
nonadentate ligand tpatcn.”! Moreover, on the basis of the
NMR studies, a similar arrangement of the donor atoms
around the metal centre can be anticipated for the lantha-
nide complexes of tpatcn®™ and bpaten®

Proton NMR studies had allowed to evidence the confor-
mational rigidity of a nonadentate derivative of 1,4,7-triaza-
cyclononane with three iminocarboxylic pendant arms.’!
The Schroder group reported recently the solid-state and
solution structure of the lanthanide complexes [Ln(L)-
(CH;COOQ)] of an analogous heptadentate bisanionic deriva-
tive 1,4,7-triazacyclononane with two iminocarboxylic pen-
dant arms."® While a more flexible solution structure is ob-
served for the yttrium complex of this ligand, the solid-state
coordination geometries of the two series are similar. This is
a consequence of the presence of the 14,7 triazacyclono-
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nane capping group, which forces the Ln ion to assume a
trigonal prismatic structure.

Finally, the replacement of one bidentate pyridinecarbox-
ylate arm in the ligand tpatcn®~ with a monodentate acetate
to produce bpaten®~ does not result in a significant modifica-
tion of the coordination mode or in an increased fluxionality
for complexes of smaller lanthanide ions. An increased con-
formational mobility is, however, found for the larger lan-
thanide ions.

Protonation constants and stability constants: The deproto-
nation constants of Hsbpatcn defined as K,=
[He L]/[Hs_L]*[H]* were determined to be pK,=
2.2(2), pK,,=2.3(2), pK,5=3.7(3), pK,4=5.42(3) and pK,s=
10.5(2) (0.1m KCI, 298 K) by potentiometric titration. The
titration curves of Hibpatcn and of its Gd™ and Ca" com-
plexes are shown in Figure S2 in the Supporting Informa-
tion. Variable pH proton NMR spectroscopy of the ligand
shows significant variations (0.3-0.4 ppm) in the chemical
shift of both types of methylene protons (close to the pico-
linic or to the carboxylic acid) during the fifth (pH 10-13)
and fourth protonation processes (pH 4,5-7). Significant var-
iations are observed only for the methylene protons close to
the picolinic group during the second and third protonation
processes (pH 1.5-4.5). Significant variations are observed
also for the chemical shifts of the three pyridyl protons (H3
and to a lesser extent H4 and HS5, 0.3-0.2 ppm) upon the
second and third protonation processes. The protonation
curves indicate that the first two equivalents of acid proton-
ate equally the different type of nitrogen atoms of the mac-
rocycle (pKa,=5.42(3), pKas;=10.5(2)). The next two equiv-
alents protonate the carboxylates bound to the pyridines
(pK,,=2.3(2), pK,3=3.71(3)). The value of pK,, (2.2(2)) is
consistent with the value found for the protonation of the
carboxylate in Hjnota ligand (2.88(2)).®! The crystal struc-
ture of the protonated ligand Hsbpatcn-2HCI isolated at
pH~2, showing that all carboxylic acid oxygen atoms and
the two macrocycle nitrogen atoms (adjacent to the picoli-
nates) are protonated, is also in agreement with the assign-
ment of the pK,, to the protonation of the carboxylic acid.
The protonation curve and the structural data are in agree-
ment with a simultaneous partial protonation of the three
macrocycle nitrogens, as previously observed for the ligand
H;nota, followed by the protonation of the carboxylate
groups. The protonation of the third amine and of the pyri-
dine nitrogens occur at lower pH and the associate pK,
could not be determined. The two highest pK,’s are very
similar to the highest pK,’s of the cyclic triamine 1,4,7-tri-
azacyclononane (10.42, 6.82)* and of the macrocyclic triaza
ligand Hjnota (11.3(1) and 5.59(2)). The values of pK,, and
pK.; are consistent with the values found for the protona-
tion of the picolinate groups in the tripodal ligand Hjtpaa
(Hjtpaa=a,a’,a" -nitrilotri(6-methyl-2-pyridinecarboxylic

acid) (pK,=3.3(1), pK,;;=4.11(6)).*" While the introduc-
tion of pyridinecarboxylate groups results in the decrease of
the overall basicity of the ligand Hstpaa with respect to
Hjnta (nitrilotriethanoic acid) and of the ligand H,bpeda
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with respect to Hyedta,”™ the Hjbpatcn ligand has a proton-
ation scheme and pK, values very similar to his parent
ligand Hznota (Table 1).

Table 1. Values of pK, and log K for H,bpdea and related ligands.

Ligand pK, LogKga  LogKc,
Hibpatenl®  10.5(2),5.42(3),3.71(3).2.3(2),2.2(2)  15.8(2) 8.18(7)
H;notal® 11.3,5.6,2.88 13.7 8.92
H,bpdea 8.5(1),5.2(2),3.5(1),2.9(1) 15.1(3) 9.4(1)
H,edta® 10.19,6.13,2.69,2.60 17.4 10.5
H;ntal 9.75,2.64,1.57 114

Hjtpaal¥ 4.11(6),3.3(1),2.5(2) 10.2(2) 8.5(2)

[a] This work. [b] From reference [46], which does not include experi-
mental errors. [¢] From reference [25]. [d] From reference [24].

The stability constants of the complexes formed between
Gd™ and Ca" ions and H;bpatcn have been determined by
direct titration of 1:1 metal/H;bpatcn (5 x 10~*M) mixtures in
the pH range 2.5-8.5. Titration data could be fitted to Equa-
tions (1) and (2).

Gd** + bpaten®™ = [Gd(bpaten)]  logKgq = 15.8(2) (1)

Ca’" 4 bpaten®™ = [Ca(bpaten)]”  logKe, =8.18(7)  (2)
The values of pGd=13.6 and pCa=6.30 (—log[M].. at
pH 7.4, [M]a=1 puM and [bpaten],,, =10 um), which allow
a straightforward comparison of complex stabilities in phys-
iological conditions, suggest a quite good physiological sta-
bility with respect to the commercial contrast agent [Gd-
(dtpa-bma)(H,0)]™ (logKq. =16.85, pGd=15.8, pCa=6.39)
although probably too low for in vivo application.[*>*

While the pK, values and therefore the basicity of
H;bpatcn and Hjnota are very similar, the stability of the
gadolinium complex of bpatcn®™ is significantly higher than
that of the nota complex (logKgy =13.7).F The presence
of the two additional N-donor atoms provided by the pyridyl
groups in bpatcn results in an increased stability (2.1 log
units) of the gadolinium complex. The contribution of the 2-
pyridylmethyl to stability was evaluated to 2.6 log units for
the cation Gd™ complex of the edta derivative N,N'-bis(2-
pyridinylmethyl)ethylenediamine-N,N'-diacetate.*” Howev-
er, in our previous studies we observed that in spite of the
presence of two (bpeda* with respect to the ligand edta*")
or three (tpaa’ with respect to nta’") additional coordinat-
ing pyridyl nitrogen atoms, the stability of the gadolinium
complex and of the calcium complex is lower for the octa-
dentate ligand bpeda* with respect to hexadentate edta*"
and for heptadentate ligand tpaa®~ with respect to the tetra-
dentate nta’ (Table 1). The decrease in stability was ex-
plained in terms of the decreased overall basicity of the li-
gands containing 6-methyl-2-pyridinecarboxylic, leading to
the conclusion that the pyridine does not contribute signifi-
cantly to the complex stability when included in the 6-
methyl-2-pyridinecarboxylic group.”! The results presented
here show that if the ligand basicity is maintained the pyri-
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dine N-donor groups contribute significantly to the stability
of the gadolinium complex even when included in the 6-
methyl-2-pyridinecarboxylic group. Moreover the stability
constant of the calcium complex of bpatcn®~ is approximate-
ly the same of that of nota’~. Hence, the pyridyl goups in
bpaten®™ produce a selectivity for Gd™ over Ca'. High se-
lectivity of the ligand for gadolinium over physiological
metals is crucial for the application of its complexes in MRI,
since the release of Gd™ associated to transmetallation in
vivo is responsible for the toxicity of gadolinium com-
plexes.[*

Photophysical properties: The photophysical properties of
lanthanides (sharp emission, long luminescence lifetime al-
lowing to discriminate between the background fluorescence
of biological materials and the target signal) make their
complexes very attractive for the application as luminescent
labels in time-resolved imaging and in biomedical
assays.'>14! In spite of numerous studies directed to pre-
pare highly luminescent complexes, the lanthanide-based,
commercial luminescent labels remain scarce,”” due to the
high requirements on the design of suitable labels. The prep-
aration of lanthanide complexes that are stable and highly
emissive in water requires the design of polydentate ligands
that contain suitable sensitisers of the lanthanide emission,
capable of shielding the metal centre from the solvent water
molecules to prevent nonradiative deactivation of the lan-
thanide excited states by O—H oscillators. We have recently
reported that the incorporation of picolinate groups in a
decadentate ligand yields highly luminescent terbium and
europium complexes.™ These results incited the study of
the photophysical properties of the terbium and europium
complexes of bpatecn®™. The solvation state of the bpatcn®™
complexes of Eu and Tb was studied by comparison of their
luminescence decays in H,O and D,0. Due to the different
quenching efficiencies of the O—H and O—D oscillators, the
measurement of Ln** phosphorescence lifetimes () in H,O
and D,O allows an accurate estimation of the number of co-
ordinated water molecules present in solution (g) by using
the equation of Beeby and co-workers (q=A,(1/ty,0—1/
Tp,o—0r,) With Ap,=5ms, Ag,=1.2ms, ap,=0.06 ms™' and
ap,=0.25ms™),P (a corrected version of the empirical
equation of Horrocks and Sudnick®? accounting for closely
diffusing OH oscillators). The observed lifetimes of the Eu-
(°Dy) (Tr,0=0.542(4) ms and 1p,0=1.67(4) ms) and Tb (°D,)
(Tu,0=1.49(2) ms and 7p,0=2.46(7) ms) levels for the [Tb-
(bpaten)(H,0),] and [Eu(bpatcn)(H,0),] complexes are in
agreement with the presence of x=1.2+0.2 and 1.04+0.2 co-
ordinated water molecules in the Eu and Tb complexes, re-
spectively. A similar number of coordinated water molecules
can be expected for the gadolinium ion, which has a ionic
radius intermediate between those of Eu and Tb.

The absorption spectra of bpatcn®™ and of its Eu™ and
Tb™ complexes show an intense band at ~36500 cm ™' with a
molar absorption coefficient of 9050 for Eu and of 9100 for
Tb. These bands were assigned to a combination of w—m*
and n—m* ligand-centred transitions.’® The emission spec-
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tra of solutions of the europium and terbium complexes at
pH 7.4 (obtained under excitation at 273 nm) show the usual
’D,—"F, and °D,—’F, (J=0-6) and transitions typical of the
Eu’* and Tb* ions, respectively (Figure 6). The lumines-
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Figure 6. Normalised emission spectrum of a) [Eu(bpatcn)] and b)
[Tb(bpatcn)] upon ligand excitation at 274 nm.

cent properties of the visible-emitting lanthanide ions Eu
and Tb are efficiently sensitised by the ligand bpatcn®~. An
efficient ligand-to-metal energy transfer is suggested by the
close matching of the excitation and absorption spectra of
the Tb chelates (Figure 7). The value of the sensitised emis-

50 -
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0 T T T T T 1
235 245 255 265 275 285 295 305

Wavelength/nm ——»

Figure 7. Absorption (+++++) of Hsbpatcn and excitation spectrum (—)
of [Tb(bpatcn)] in Tris buffer.

sion quantum yield of the [Tb(bpatcn)(H,O)] complex (¢p=
43 %) measured relative to [Tb(dpa);]*~ (H,dpa = dipicolinic
acid) in aerated 0.1m tris(hydroxymethyl)aminomethane
(Tris) buffer with an experimental error of 15% is one of
the highest reported to datel'®>7 and the highest value
found for terbium complexes containing a water molecule
coordinated to the metal centre. The bpatcn®~ chromophore
sensitises the Eu ion less efficiently, leading to a quantum
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yield value ¢=>5%, similar to the quantum yield of lantha-
nide-based commercial luminescent probes.*** The very in-
tense luminescence of the Tb ion is a result of efficient
ligand-to-metal energy transfer and indicates an effective
shielding of the metal ion from radiationless deactivation in
spite of the presence of a water molecule coordinated to the
metal. The long luminescence lifetime observed for the
terbium complex in H,O (1.5 ms) rules out the presence of a
de-excitation pathway involving back-transfer from the ex-
cited state of the metal to the ligand. The low efficiency of
this nonradiative decay process (the most important in terbi-
um) results in a high luminescence quantum yield of the
terbium complex. The comparison of the luminescence be-
haviour in water and deuterated water shows that the sol-
vent-induced nonradiative decay process affects the quan-
tum yield of the terbium complex to a lesser extent with re-
spect to the europium complex (Table 2).

Table 2. Lifetime and absolute quantum yields in Tris buffer, pH 7.4
(298 K) relative to [Eu(dpa);]*~ and [Tb(dpa),]*".

Aexe [nm] & [M~'em™'] Tho [ms]  Tpo [ms]  duo  dpo
bpatcn 272 7850
[Eu(bpatcn)] 273 9050 0.542(4) 1.67(4) 0.05 0.12
[Tb(bpaten)] 273 9100 1.49(2) 2.46(7) 043 0.48

Relaxivity theory: In an external field By, the efficiency of a
Gd™ complex to enhance the contrast of T;-weighted mag-
netic resonance (MR) images is gauged by its relaxivity™>?!
r1, which is defined as the paramagnetic relaxation enhance-
ment (PRE) of the longitudinal relaxation rate of the water
protons due to a 1 mm increase of the concentration of this
complex, also named (relaxation) contrast agent (CA). This
definition readily extends to the protons of a solute. In the
presence of a concentration [GdL] (mm) of paramagnetic
GdL complexes, the measured longitudinal relaxation rate
R, (s™) of nuclear spins I is the sum given™" in Equa-
tion (3) of the relaxation rate R, in the diamagnetic solution
without Gd"' complexes and of the PRE R, of the spins /
due to their interactions with the electronic spins S of the
complexed Gd" ions.

Rl :R10+R1p (3)

In Equation (4), the PRE R,, is conveniently split into
inner-sphere (IS) and outer-sphere (OS) contributions R}
and R

R, = Rﬁ + RIOPS 4)

These contributions originate from two different starting
situations of the random intermolecular trajectories of the
water or solute molecule with respect to the gadolinium
complex. At initial time ¢=0, this species directly coordi-
nates Gd™ in the case of the IS mechanism, whereas it un-
dergoes a relative translational diffusion with respect to the
complex for the OS contribution.
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The (longitudinal) relaxivity r; (s 'mm™') is expressed in

Equation (5) as the sum of the IS and OS relaxivities 7> =

R/[GdL] and r%=RO%/[GdL].

=SS (5)

The popular Solomon, Bloembergen and Morgan (SBM)
approach® provides a general expression of the IS relaxivi-
ty 3 of the water protons. This expression depends on 1)
the number (gq) of coordinated water molecules, 2) the coor-
dination lifetime (7y,) of a water molecule and 3) the nuclear
relaxation time (T}, of a water proton due to its magnetic
dipole—dipole coupling, with the Gd™ spin in the limiting sit-
uation in which the water molecule bearing this proton
would be coordinated to the metal for an infinite duration.
Note that the theoretical nuclear relaxation rate 1/7T;y used
in this work to calculate the IS relaxivity is different from
the usual SBM expression. It is obtained by Equation (18)
in the section on Theoretical Basis (in the Experimental
Section). The general expression of ri° is given by Equa-
tion (6).

1
riS:1.8X1075qm (6)

Some questionable approximations concerning the elec-
tronic relaxation and underlying the SBM relaxation model,
which is generally used to interpret the relaxivity data, will
be overcome in the present section and further discussed in
the section Theoretical Basis (in the Experimental Section).
At low field, such approximations lead to an incorrect ex-
pression of the theoretical relaxivity involving many un-
known parameters. When these parameters are fittted so as
this SBM-incorrect expression reproduces the low-field ex-
perimental relaxivity, they can take unphysical values to
compensate for the drawback of the theory. As recently
pointed out by Caravan and co-workers® and discussed in
the section Theoretical Basis, a proper interpretation of low-
field relaxivity data requires a rigorous treatment of the
fluctuations of the static zero-field splitting (ZFS). To this
end, additional unknown parameters affecting the IS relax-
ivity have to be introduced, that is, the degree of rhombicity
of the static ZFS and the orientation of the Gd™-proton
vector ry of a coordinated water molecule in the molecular
frame of the complex. Then, the theoretical relaxivity r, can
no longer be expressed in terms of simple analytical expres-
sions as in the SBM approach. It has to be computed either
by setting up and inverting the very large matrices of the su-
peroperator Liouville formalism of the general slow-motion
theory™ or by numerical simulation.”?”! Rather than using
the questionable SBM formalism at low field, Troughton
et al.”! contented themselves with interpreting the experi-
mental relaxivity above 0.2T. Indeed, in this “high”-field
region, it depends practically only on the longitudinal elec-
tronic relaxation rate 1/7),, which is given by general expres-
sions of the McLachlan type.[®-%
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In this paper, we propose a simple three-step method for
interpreting the relaxivity profile of the water protons for all
field values. The method avoids both the questionable multi-
parameter fit of the low-field experimental relaxivity by the
SBM expression (see the section Theoretical Basis in the
Experimental Section) and/or rather complex simulations
with additional adjustable parameters. It is based on an in-
dependent experimental determination of the electronic re-
laxation, which makes it self-consistent from an experimen-
tal point of view. It consists of measuring the relaxivity of
the protons of an auxiliary probe solute that has pure OS in-
termolecular dynamics with respect to the Gd™ complex.

The theoretical OS relaxivity 8 is calculated by using the
Ayant, Belorizky, Hwang, and Freed (ABHF) analytical for-
malism.[**) The water or diamagnetic solute bearing the
observed nuclear spins and the GdL complex are approxi-
mated as two hard spheres. These spheres are assumed to
carry the nuclear and electronic spins at their centres and to
undergo translational Brownian motions in a structureless
viscous continuum. Let D;, Dg be the self-diffusion coeffi-
cients of the diamagnetic molecule and GdL complex, re-
spectively. Their relative diffusion coefficient is taken to be
D =D+ Dg. Denoting their collision diameter by b, their
translational correlation time 7 is defined by Equation (7).

Tt=b*/D (7)

It is assumed that the quantum motion of the electronic
spin S and the OS spatial dynamics of S with respect to the
observed nuclear spin I are uncorrelated. Then, the effects
of the electronic relaxation on the OS relaxivity ro®
stem®?! from the longitudinal and transverse electronic
time correlation functions (TCFs) G}(1)=(S.(1)S.(0))/
(S.(0)S.0)) and G(6)=(S,(H)S_(O)/(S,(0)S(0)) of the
electron-spin components S, (a¢=x,y,z). Indeed, ™S is a
linear combination of spectral densities, which are Fourier—
Laplace transforms of the products of the OS intermolecular
dipolar TCF g9%(¢) times G|(¢) and G"'(¢). The decay of
Gix(t) (dir=||, L) with time results in values of the product
g2%(1) GYX(1), which are smaller than those of g9%(¢), hence
in a relative attenuation of 5. According to recent Monte
Carlo simulations,**®"! the attenuation effect of the longitu-
dinal TCF G}*(¢) is maximum at B,=0 and decreases mo-
notonously with increasing field. The attenuation effect on
S caused by the time decay of the transverse TCF G2 ()
drops similarly as the field increases. However, this decreas-
ing attenuation effect is by far compensated by the stronger
and stronger quenching of % by the faster and faster oscil-
lations of G"*(¢) due to the precession of the Gd™ spin S at
the electronic Larmor frequency ws. Our method is based
on an effective treatment of the time decays of G|(¢) and
G"°'(t), which will be expressed as sums of decreasing expo-
nentials, even if the Redfield-Abragam validity conditions
do not hold, so that such expressions are expected to be
only approximate.?*%-67-6%]

Let y; and yg be the gyromagnetic ratios of the proton
and electron spins, respectively. In an external field B,
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denote the Larmor angular frequencies of the proton and
electron spins by w;=—yB, and ws=—ysB,. The theoretical
form of the OS relaxivity %% depends on the analytical ex-
pressions of G|”(¢) and G'”(¢). Let Dg be the rotational (r)
diffusion coefficient of the complex and 7,=1,=1/(6D5) its
rotational correlation time. Denote the magnitude of the
second-order static ZFS responsible for the low-field elec-
tronic relaxation by a,. The longitudinal electronic TCF
G}'1) was shown to decrease monoexponentially™ ! at the

rate 1/ Tj’:*’ly‘ given by Equation (8) for B,>0.2 T.

112, L, 4 )
=5 O\ T ol T+ deln

As B,—0, the attenuation effect of G|”(r) on r{® is as-
sumed to be still given by an effective monoexponential
decay of G|(r) at a rate 1/T). Let 1/T\.(By=0)=1/7{ be
the effective relaxation rate of this decay at zero field. In
the present study, the longitudinal electronic relaxation rate
1/Ty, is defined by Equation (9).

11 1 1
= —tanh —— — 9
T o KT?:“'V‘>/ (zgﬁf )} ®)

The physically relevant monotonous decrease of 1/T),
versus the proton resonance frequency v; [MHz] is shown in
Figure 8 for the [Gd(bpatcn)(D,0)] complex in D,O with

10 e

1. x10 R /s
[Gd(bpatcn)] in D,O

8. x 107 —
6. x10° -
4, x10° —
2. x 10° —

0

0 5 10 15 20
v,/ MHz

Figure 8. The longitudinal electronic relaxation rate 1/7), of
[Gd(bpaten)(D,0)] versus the proton resonance frequency v; in D,O at
298 K. The rate 1/T, is defined by Equations (8) and (9). The fluctuating
rate of the static ZFS responsible for the low-field electron relaxation is
1/z,.

the parameters derived hereafter from the application of the
method to this complex. As B, increases, 1/T3""" drops rap-
idly because of its field dispersion in (wgz,)"> and becomes
significantly smaller than 1/15), so that the expected equality
1/T, =1/ Tj":’ly‘ holds. Moreover, 1/T;, smoothly tends to 1/r§ff
as By;—0. Also note that 1/7). is smaller than or roughly
equal to the fluctuating rate 1/z, of the static ZFS responsi-

ble for the low-field electronic relaxation. This is coherent
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with the notion of spin relaxation rate induced by a fluctuat-
ing Hamiltonian as discussed by Bertini and co-workers.|*”!
Now, consider the time decay of the transverse electronic
TCF G'*(t). At B;=0, the resonating nuclei are in an iso-
tropic magnetic-field environment, so that G'”(¢) decays
monoexponentially at the same rate 1/7,,,(By=0)=1/T,.=
1/75] as G| (1). For a sufficiently weak static ZFS and a suf-
ficiently short rotational correlation time t7,, the Redfield-
Abragam validity conditions hold.?>**™ Then, G"'(f) is a
linear combination of four decreasing exponentials G'”(¢) =

4 .
exp(iost) Y wexp(—t/Th ") of weights w; and rates 1/
i=1

Ty, which are obtained by numerical diagonalisation of

the Redfield matrix of the transverse electronic relaxa-
tion.™ At B,=0, the weights w; and rates T are such
that w, =1, w,=w;=w,=0 and 1/T§fldf‘dd(Bo 0)=1/Ty, s

that the expected equality G'”'(1) = G| (7) is satisfied. In the
present study, G'”(¢) is still taken to be a weighted sum of

4
G () =expliog) Y wexp(~iiTs,).
i=1

where the weights are those of the Redfield theory and the
transverse electronic relaxation rates 1/7,,; are defined by
Equation (10).

1 1 1 1
Toes = ﬁtanh TRedﬁeld/ —eft (10)

2e,i ‘ESO

four exponentials

Under this approximation, G"*'(f) is reasonably accurate
within the Redfield limit and the equality G”(r)=G|" (1)
holds at (B,=0). Moreover, for the [Gd(bpatcn)(DZO)]
complex in D,0, the rates T,,; are smaller than or roughly
equal to the fluctuating rate 1/7,. As B, increases, note that
G™'(¢) affects r¥5 more and more through its fast oscillations
due to the precession of the Gd™ spin S at the electronic
Larmor frequency wg, so that a precise description of the
time decay of G'°(¢) is not necessary.

For both water and probe solute molecules, 7% is given by
Equation (11) in terms of the ABHF OS spectral densi-
ty!*®l j95(o) defined by Equation (12). The argument o
takes the complex values 1/Tle—|-ia)I and 1/T5,;+iwg in Equa-
tion (11). The function j9%(o) is the real part of the Laplace
transform of the Hwang and Freed (HF) intermolecular di-
polar time correlation function!>*! (TCF) g9%(¢) given by
Equation (13).

8 os, 1 7 <
== V?yéth(SH){JzC( +ion) 3 Y wis (o +lws)}
j=1 2¢j

(11)
1076N 4 +Xx
0S8 — Avogadro
he(0) = Db Re[3(9+9x+4x2 +x3)] (12)
with x = /ot
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18 1 t dx
0S(5\ — 106 2
8" (1) = 107 Navoguaro 773 / eXp( 7r ) N
0

(13)

The subscript ¢ of j2° indicates that the argument of this
function is complex. According to Equatlons (7) to (13), the
zero-field theoretical OS relaxivity r7 depends on the five
parameters D, b, 1/TSO, a, and 7,. The relatlve diffusion coef-
ficient D is taken to be the sum of the experimental values
of the self-diffusion coefficient D; of the probe solute and of
the self-diffusion coefficient Dg of LuL, a diamagnetic ana-
logue of GdL that is expected to have the same self-diffu-
sion. Both D; and Dg were measured?”! with the help of
pulsed gradient spin-echo (PGSE) sequences.’!l The colli-
sion diameter b of the probe solute and GdL was estimated
from compact molecular models. Then, D and b were fixed.
The theoretical OS relaxivity rO% at zero-field depends only
on 1/7g, which was adjusted so as to reproduce the experi-
mental value. Finally, it should be emphasised that the popu-
lar interpretation® of the OS relaxivity of the water pro-
tons rests on a questionable application of the ABHF
model, for which the minimal distance of approach aggy be-
tween the Gd™ nucleus and the proton of a noncoordinated
water molecule replaces the collision diameter b. Use of an
agqy distance shorter than b results in an ad hoc increase of
the theoretical OS relaxivity. This is necessary to account
for many effects, such as the packing of the molecules and
the eccentricity of the nuclear spins, which are neglected in
the ABHF model and lead to a larger OS relaxivity.

Step one of the method consists in measuring the zero-
field relaxivity of the protons of an auxiliary probe solute
that has a pure OS intermolecular dynamics with respect to
the Gd™ complex. The rate 1/ is determined as the sole
adjustable parameter of the theoretical OS relaxivity % of
the probe solute protons. This avoids having to derive elec—
tronic relaxation rates from the questionable SBM expres-
sion of 1/T}y (see the section Theoretical Basis in the Exper-
imental Section), which in addition has a very rapid varia-
tion in r;~® with the Gd-proton distance ry; allowing one to
compensate the defects of the theory by small changes of
this distance.

Turning to the practical implementation of step one of the
method aimed at determining 1/z5 with the best possible ac-
curacy. According to Equations (11) and (12), the theoreti-
cal OS relaxivity r05(B,=0) at zero field is given by Equa-
tion (14).

167 107N avopadro
r(By=0)=  —-yr’S(S+ 1)#
4+ x, } (14)
3(9 4 9xg + 4x; + x7)
with x, = \/7/75

For the Gd™ complexes in water, x, is typically of the
order of unity, so that 5(B,=0) is roughly inversely pro-
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portional to b. Any error on this parameter directly affects
the zero-field electronic relaxation rate 1/r§ff, the value of
which is adjusted so that the theoretical relaxivity ro%(B,=
0) fits its experimental counterpart. To remedy this potential
lack of precision, it is preferable to measure the effects of 1/
73 to a relative scale of relaxivity. Consider a reference high
(h) field By, >4-5 T. AtBgy,, we have 1) w;>>1/T),, because
the longitudinal electronic relaxation rate 1/7). decreases
rapidly with field®®! as B;% and 2) ws>>1/58 > 1/T,,, be-
cause 1/73 is typically® of the order of 10's™". The values
of the spectral densities of Equation (11) can be approxi-
mated as (VT +io)=jd(iw) and  jO5(UT,+
iws)=j 5(iws). Furthermore, because of the inequalities
wsT>> T, ogT>>1, we have: j95(ins) < <jO(iw;). Then,
the theoretical OS relaxivity at By, is simply given by Equa-
tion (15).

8w 08+
r%(Bow) :?nythS(SJF1)]25(1601(3011)) (15)

The relative scale of relaxivity is introduced through the
relaxivity ratio ¢ defined by Equation (16).

oS — ir?s(BO = 0) (16)
' 10 77%(Bow)

Setting x,= 4/7/7% and x,=\/iw;(Boy)7, ¢°° simplifies to
Equation (17) according to Equations (11), (12), and (15).

4+ x, 4+ x,

—_— el ——5—— 17
9+9x0+4x(2)+x3}/ {9+9xh+4xﬁ+xﬁ a7

q7" = [

The value of 1/7%) is adjusted so that the theoretical relax-
ivity ratio ¢ fits its experimental counterpart.

In step two, the ABHF model of the OS dynamics of
GdL with respect to the probe solute is tested together with
the electronic relaxation model defined by the relaxation
rates 1/T), and 1/T,.; given by Equations (8)—-(10). The rota-
tional correlation time 7, is estimated from the volume of
GdL by using a Stokes-Einstein-like equation to describe
the rotational diffusion. The test is to compare the theoreti-
cal OS relaxivity % of the probe solute protons given by
Equations (7) to (13) with its experimental counterpart over
a large field range.

Step three is to check whether the experimental water
proton relaxivity r, is satisfactorily represented by the usual
Equations (5), (6), (18), (19), and (7)—(13), but with the re-
laxation rates 1/T,, and 1/T,.; given by Equations (8)—(10).

NMRD interpretation: We have applied the above theoreti-
cal framework for the interpretation of the relaxivity pro-
files of [Gd(bpatcn)(H,O)]. The neutral tert-butyl alcohol
(CH;);COD molecule was chosen as probe solute for the
following three reasons: 1) It has a nearly spherical shape.
2) It carries nine equivalent protons giving rise to a large
NMR signal on the FFC relaxometer, even at the used semi-
dilute concentration =0.4M. This allows one to keep the
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concentration of the probe solute low enough for not per-
turbing the microdynamics of [Gd(bpatcn)(H,O)] signifi-
cantly. 3) It is expected not to undergo any association with
the Gd"™ complex, so that the proton relaxation mechanism
due to this paramagnetic ion is purely OS. The relaxivity
profile of the (CH;);COD protons in a solution of
[Gd(bpaten)(D,0)] in D,O at 298 K is shown in Figure 9.

6 ./ s"'mm’?
5
——
4 08
[
3 — »
2 - \.\
1 — [Gd(bpaten)] / (CH,) ,COD
0 1 T T T 1
0.01 0.1 L. 10. 100. 1000.

v,/ MHz

Figure 9. Longitudinal relaxivity r; of the protons on the (CH;);COD
probe solute in a solution of [Gd(bpatcn))(D,0)] in deuterated water at
298 K.

The measured self-diffusion coefficients of (CH;);COD and
[Gd(bpatcn)(D,0)] are D;=0.57x10°cm?s™' and Ds=
0.37x107° cm?®s™', respectively. The collision diameter of
these species is estimated to be b=6.5 A to within 10 %.
Turn to step one of the method. To determine 1/75Y from
Equation (17), a reference high-field B, is needed. If its
value is chosen to be By, =9.4 T (v;=400 MHz), we get 1/
781=0.8x 10" s™". Now, change the value of b by 10%. The

estimate of 1/t derived from the relaxivity ratio ¢©° varies

by only about 5%. Furthermore, the value of 1/t% derived
from ¢ should be independent of the choice of By, to
within the experimental accuracy. This can be checked in
the case of Bp,=4.7 T (v;=200 MHz), for which we get the
estimate 1/751=0.76 x 10"’ s™!, which is equal to the value de-
rived at 400 MHz to within 5%.

In step two of the method, the theoretical OS relaxivity
r% of the (CH;);COD protons is calculated by Equa-
tions (11) and (12), and compared to the experimental data
over the whole frequency range. Using molecular models,
the minimal distance of approach between the Gd"™ nucleus
and the protons of the probe solute is estimated to be
agan((CH;);COD)=4.7 A. The electronic relaxation rates 1/
T\, and 1/T,,; are given by Equations (8)—(10), in which the
magnitude of the second-order static ZFS is a,=0.65x
10"°rads™ and the rotational correlation time of
[Gd(bpatcn)(D,0)] in D,O is 7,=158 ps. The value of a, is
typical®™ for polyaminocarboxylate complexes of Gd!
and is chosen so as to produce the observed decrease of the
experimental relaxivity between 1 and 10 MHz. The value
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of 7, was obtained as follows. Consider a sphere Scawpaten)
having the same volume as the ellipsoid that best approxi-
mates [Gd(bpatcn)(D,0)]. Let Sgyuypay be the analogous
sphere for [Gd(dtpa)(H,0)], the rotational correlation time
of which was estimated to be 7,gq(p)=265.8 ps in H,O at
298 K by a careful EPR study at various temperatures and
fields." Let d,, d,, d; be the lengths of the principal axes of
the ellipsoids approximating the complexes as defined by
compact molecular models. The radius of the sphere having
the same volume is simply awmplex—OS d,d,d;. We meas-
ured agqygppaen)=4-8 A and A d(apay=4.0 A. The rotational dif-
fusion coefficients DZ,Gd(hpmn)mnzo and D;c.d(mpa)m“zo of the com-
plexes were assumed to obey the Stokes-Einstein-like law,
which incorporates a microviscosity factor and was used pre-
viously™ The rotational correlation time 7, of
[Gd(bpaten)(D,0O)] was calculated as t,.=(D .

;Gmbpnc“ o )rr Gddpay DY using the radii of the spheres ap-
proximating the complexes and the ratio n(D,0)m(H,0)=
1.24 of the viscosities™ of D,0 and H,0O. As shown in
Figure 9, the theoretical profile is in good agreement with
the experimental one.

Step three of the method deals with the relaxivity of the
H,O protons. Since the complex [Gd(bpatcn)(H,0)] in H,O
and its deuterated analogue [Gd(bpatcn)(D,O)] in D,O
have the same volume, their rotational correlation times are
proportional to the viscosities of the solvents with the same
proportionality constant according to the Stokes—Einstein
equation. The ratio of the viscosities’” of D,0O and H,O is
n(D,0)Mm(H,0)=1.24, so that the rotational correlation
time 7, used in this section for calculating the relaxation
rates 1/T), and 1/T,; by Equations (8)—-(10) was .=
7(H,0) =7,(D,0)/1.24 =127 ps. To calculate the IS relaxivi-
ty, we used the following IS parameters: The number g=1
of metal-bound water molecules introduced in Equation (6)
was derived from independent luminescence decay studies.
The Gd-proton distance ry=3.23 A used to calculate 1/Ty
according to Equations (18) and (19) was taken to be in the
range of the values”! generally obtained for the Gd™ com-
plexes and compatible with the known X-rays crystal struc-
tures. The lifetime 1, was determined so as to be compatible
with general features of the experimental longitudinal and
transverse relaxivities r; and r, of the water protons. Let
Ar;=ri(0)—r,(Bo,) be the difference between the values of
r; at zero field and a high field B, corresponding to one of
the resonance frequencies v, =200, 400 or 500 MHz. The
differences between the theoretical and experimental values
of Ar, and r, become notable for 1y, >4 ps and increase with
Ty For instance, if ty;=4 ps, the theoretical values of Ar,
and r, are typically about 80 % and 93 % of their experimen-
tal counterparts, when the other molecular parameters keep
reasonable values. The growing influence of 7y, as it be-
comes longer and longer, and the possibility to discriminate
between Ty values result from the Equation (6) of rI° and
from a similar equation giving r5°. Indeed, as soon as 7y has
a significant duration with respect to T}y and T,y the dis-
persion of Tjy with field and the difference between Ty
and T,y at high field lead to variations of r; and r,, showing
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a dependence on 7y, which is large enough to discriminate
between possible estimates of this lifetime. From the above
considerations, 7y has to be significantly smaller than 4 ps.
Besides, for 7y, <1 ps, the theoretical values of Ar, and r, are
typically larger than their experimental counterparts by
about 20 and 10%, or more, when the other molecular pa-
rameters keep reasonable values. Therefore, the lifetime was
estimated to be the geometrical mean of the bounds 1 us
and 4 ps of the interval of its reasonable values, that is, 7y =
2 ps, which is in the range of known values for this type of
complexes.>”! The precise value retained for 7 in the
middle of the range [1, 4 us] modestly affects the theoretical
relaxivities and is not relevant for the interpretation of their
experimental counterparts. However, note that the value
Ty=1.7 us was obtained from an independent 'O NMR
study.™ It should be emphasised that the water-exchange
lifetime could be reasonably estimated from the present re-
laxivity data, because of the additional information provided
by the probe solute and the high-field 7, and T, measure-
ments. Additional OS parameters are needed to calculate
the OS relaxivity. As for the probe solute, the theoretical
OS relaxivity 2 of the water protons depends on D, agay,
1T, and 1/T,.;. Again, the relative diffusion coefficient D
was taken to be the sum of the self-diffusion coefficients D,
of water and Dg of [Gd(bpatcn)(H,0)]. The self-diffusion
coefficient of H,O in light water was assumed to have its
usual measured value D;=2.3x10"° cm?s™. The self-diffu-
sion coefficient Dg of [Gd(bpatcn)(H,0)] in H,O was calcu-
lated from the measured value of its deuterated analogue
[Gd(bpaten)(D,0)] in D,O by assuming that it is simply in-
versely proportional to the solvent viscosity, according to
the Stokes-Einstein law for the translational Brownian
motion. Thus, Dg(in H,0)=1.24Dg (in D,0)=0.46x
10 ecm?s™ and D=2.75x10"°cm?s™". By using compact
molecular models, the minimal distance of approach be-
tween the Gd™ nucleus and the protons of a non-coordinat-
ed water molecule was estimated to be agu=4.3 A. As
shown in Figure 10, the theoretical relaxivity profile of the
H,O protons is in good agreement with the experimental

r /s mn!

5 IS +0S
4 —
3— ..\.‘\

1 = [Gd(bpatcn)] / (H,0)

0 T T T T )
0.01 0.1 1. 10, 100. 1000.

v,/ MHz

Figure 10. Longitudinal relaxivity r, of the H,O protons in a solution of
[Gd(bpaten))(H,0)] in water at 298 K.

Chem. Eur. J. 2006, 12, 7133 -7150


www.chemeurj.org

Lanthanide Chemistry

one. Furthermore, the theoretical values 4.19, 4.09
4.03 s mm~! of r, at 200, 400 and 500 MHz compare favour-
ably with their experimental counterparts 4.04, 3.99 and
4.03s ' mm.

To compare the new theoretical method presented in this
work with the traditional SBM approach, the longitudinal
relaxivity r, of the H,O protons in a solution of
[Gd(bpaten))(H,0)] in water at 298 K was also interpreted
within the framework of the popular SBM theory,>* sketch-
ed in the Theoretical Basis section (in the Experimental Sec-
tion). The theoretical curve shown in Figure S4 (in the Sup-
porting Information) was calculated with the parameters re-
ported in the caption and had typical values for a polyami-
nocarboxylate complex.P! It reproduced the experimental
data quite satisfactorily. Then, it was tempting to test wheth-
er the SBM description of the electronic relaxation of the
Gd™ spin S, successfully used to intepret the H,O relaxivity,
could also provide a theoretical relaxivity profile of the
(CH;);COD protons in good agreement with its experimen-
tal counterpart of a solution of [Gd(bpatcn))(D,0)] in deu-
terated water at 298 K. For that purpose, we calculated the
McLachlan-type electronic relaxation rates 1/7). and 1/7,,
involved in the SBM theory and defined by Equations (21)-
(23) with the electronic relaxation parameters 7g(H,0)=

130 ps and 7%"°=25 ps derived from the interpretation of

the H,O profile. Substituting 1/T;, and 1/T,, for these partic-
ular values in the ABHF OS spectral densities occuring in
the general expression of r as discussed in the Theoretical
Basis section (in the Experimental Section), we obtained the
ABHF OS relaxivity formula of the (CH,);COD protons.
Since the relative diffusion coefficient D has the experimen-
tal value given in the NMRD Interpretation section, the
only adjustable parameter of the ABHF OS formula re-
mains the minimal distance of approach agyy((CH;);COD)
between Gd™ and the (CH;);COD protons. The theoretical
SBM relaxivity profile of the (CH;);COD protons was fitted
to the experimental values as shown in Figure 11. To repro-
duce the high-frequency data, the minimal distance of ap-
proach was taken to be agu((CH;3);COD)=4.55 A. Un-
fortunately, this value is too small for the rather bulky
(CH;);COD molecule. Furthermore, the electronic relaxa-
tion model successfully used for interpreting the water
proton relaxivity leads to a relaxivity profile of the
(CH;);COD protons, displaying low-frequency values, which
are too high, and then an unphysical sharp decrease in the
range of the proton frequency v; between 1 and 10 MHz.
This is a typical example of contradiction raised by the pop-
ular SBM approach, which does not properly account for
the physical processes underlying the electronic relaxation.
The relaxivity profile of [Gd(bpatcn))(H,0)] is very simi-
lar to that observed for the monoaqua commercial contrast
agent [Gd(dtpa)(H,0)]*". However, the measured electron
spin relaxation time at zero field is longer for
[Gd(bpaten))(H,0)] (75 =125 ps) with respect to the dtpa
complex (7g) =72 ps). Due to the important influence of the
coordination environment on the electronic relaxation, very
disparate values are found for the electronic relaxation time
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Figure 11. Alternative interpretation of the longitudinal relaxivity r, of
the protons on the (CH;);COD probe solute in a solution of
[Gd(bpaten))(D,0)] in deuterated water at 298 K within the framework
of the popular SBM theory>! sketched in the Theoretical Basis section
(in the Experimental Section). The relative diffusion coefficient D has
the experimental value given in the NMRD Interpretation section. The
parameters of the McLachlan-type electronic relaxation rates adjusted to
reproduce the water proton relaxivity of Figure S3 (see Supporting Infor-
mation) are 75(H,0)=130ps and 7*"*=25ps. The adjusted minimal
distance of approach between Gd" and the (CH,);COD protons is
agan((CH;);COD) =4.55 A.

at zero field in gadolinium complexes.>*! Although it is
generally accepted that a highly symmetric coordination
sphere can lead to slow low-field electronic relaxation, other
molecular parameters such as the type of donor atoms” or
the complex rigidity can influence the electronic relaxation
of gadolinium complexes and make its optimisation difficult.
The value of the electron-spin relaxation time at zero field
found for the gadolinium complex of the asymmetric ligand

bpaten®™ (78 =125ps) is similar to the value reported for

the Gd™ complex of the C; symmetric ligand nota®™ (75 =
131 ps).P) In spite of the similar molecular symmetry, the
complex [Gd(tpatcn)] shows a much longer value of 5
(1500 ps) with respect to [Gd(nota)(H,0O);]. This value,
which is the longest reported to date for a gadolinium com-
plex, was attributed to the presence of an unusually high
number of N-donor atoms. The replacement of one picoli-
nate arm in the symmetric ligand Hjtpatcn with one acetate
arm leads to a drastic shortening of the electron relaxation
time at zero field probably due to the decreased symmetry.
However, the electron relaxation rate of [Gd(bpatcn)(H,0)]
at zero field is significantly slower than that observed for
the [Gd(bpeda)(H,0)]™ , which also presents an asymmetric
arrangement of the picolinate arms. The difference between
these two very similar nine-coordinate gadolinium com-
plexes can be interpreted in terms of a residual local sym-
metry provided by the triazacyclononane macrocycle in the
bpatcn®~. However, the increased structural rigidity and the
higher number of N-donor atoms could also have a signifi-
cant influence and additional studies on related systems are
in progress to investigate further the influence of the molec-
ular structure on the electronic relaxation.
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Conclusion

The introduction of two picolinate groups and one carboxy-
late on the triazacyclononane core produces the ligand
Hjbpatcen, which binds to lanthanide ions in a octadentate
fashion. The presence of two additional pyridine nitrogen
atoms leads to an increased stability of the Gd™ complexes
of Hsbpatcn with respect to those of the analogous ligand
Hsnota and improves the selectivity for Gd™ over Ca™. The
results reported here show that the pyridyl group, when ap-
propriately introduced in the ligand design, is efficient in
providing increased selectivity and stability of lanthanide
complexes for biomedical applications. The ligand architec-
ture has proved to be well adapted to lanthanide ion com-
plexation, in spite of its asymmetric structure. Accordingly
the complexes of bpatcn®~ adopt a C; symmetric structure in
solution in which the macrocyclic framework and the pen-
dant arms remain bound and rigid (for the smaller lantha-
nide ions) on the NMR timescale, affording enantiomeric
pairs. Despite the presence of a coordinated water molecule
the molecular architecture of bpatcn®~ sensitise Eu™ and
Tb™ luminescence efficiently and yields a terbium complex
with long luminescence lifetime and high luminescence
quantum yield. The intense luminescence associated to the
water solubility and physiological stability indicate that the
complex [Tb(bpaten)(H,0)] is well adapted for the develop-
ment of luminescent labels for biomedical applications such
as time-resolved fluoroimmunoassays.

The nine-coordinate gadolinium-bpatcn®~ complex dis-
plays a relaxivity at imaging fields similar to that reported
for the commercial contrast agents [Gd(dota)(H,0O)]” and
[Gd(dtpa)(H,O)]*” and to the relaxivity observed for the
analogous nine-coordinate complex [Gd(bpdea)(H,0)]". A
new theoretical framework was proposed for the interpreta-
tion of the relaxivity profile of the H,O protons. It is based
on an independent experimental determination of the zero-
field electronic relaxation rate by using a neutral probe
solute that has purely outer-sphere (OS) intermolecular dy-
namics with respect to the complex. It replaces the Solo-
mon, Bloembergen and Morgan (SBM) framework, which is
questionable at low field as evidenced by the poor agree-
ment between the experimental relaxivity profile of the
(CH;);COD protons and its theoretical counterpart provid-
ed by the SBM description of the electronic relaxation. It
avoids resorting to simulations and/or sophisticated theories
with additional unknown zero-field splitting (ZFS) parame-
ters.

Moreover, the access to a model-independent experimen-
tal determination of the zero-field electronic relaxation rate
should help to elucidate the influence of the molecular
structure on the electronic relaxation opening an entry into
the molecular programming of the electronic relaxation.
The comparison of the electronic relaxation rates observed
in picolinate complexes shows that in spite of the presence
of similar donor atoms, and of the asymmetric coordination
polyhedron of both complexes, the electron-spin relaxation
time at zero field of the [Gd(bpatcn)(H,0)] complex is sig-
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nificantly longer than in the analogous complex [Gd(bpe-
da)(H,O)]". The replacement of one picolinate arm in the
symmetric ligand Hstpatcn with an acetate arm results in an
important shortening of the zero-field electronic relaxation
time of the [Gd(bpatecn)(H,O)] complex with respect to the
analogous [Gd(tpatcn)] complex; however, the inclusion of
picolinate groups on a triazacyclononane framework to
afford a monoaquo gadolinium complex leads to a more fa-
vourable electron relaxation than that of the complex
[Gd(bpeda)(H,O)]". In addition preliminary multifield EPR
experiments indicate an electronic relaxation at 1.2 T slower
than [Gd(dota)(H,O)]”, the electron-spin relaxation of
which is unlikely to limit the attainable relaxivity when in-
cluded in macromolecular systems. These results show the
importance of an appropriate ligand design in the optimisa-
tion of the electronic relaxation rate. Moreover the facile
functionalisation of bpatcn®™ for the access to macromolecu-
lar contrast agents with longer correlation times should
allow to study the influence of the optimisation of the elec-
tronic relaxation on the relaxivity of high molecular weight
systems.

Experimental Section

General information: Solvents and starting materials were obtained from
Aldrich, Fluka, Acros and Alfa and used without further purification. 6-
Chloromethylpyridine-2-carboxylic acid ethyl ester was obtained from
the commercially available 2,6-dipicolinic acid according to a published
procedure.”™

Synthesis of the ligand H;bpatcn

1,4-Bis[ (6-carbethoxypyridin-2-yl)methyl]-1,4,7-triazacyclononane D:
1,4,7-Triazacyclononane trihydrochloride (0.431 g, 1.81 mmol) and K,CO;
(1.05 g, 7.62 mmol) were successively added to a solution of 6-chlorome-
thylpyridine-2-carboxylic acid ethyl ester (0.760 g, 3.81 mmol) in anhy-
drous acetonitrile (50 mL) under argon atmosphere. After stirring at
room temperature for one hour, the reaction mixture was refluxed for
18 h. After removal of the inorganic salts by filtration and evaporation of
the solvent, the resulting crude product was purified by column chroma-
tography on alumina activity III (50 g, CH,CL/EtOH 100 to 98/2) to give
1 as a yellow oil (0.193 g, 24%). '"H NMR (400 MHz, CD;CN, 298 K): 6 =
1.35 (t, J=7.0 Hz, 6H; COOCH,CH}), 2.70 (s, 4H; N(CH,),N), 2.83 (t,
J=52Hz, 4H; N(CH,),N), 2.92 (t, J=5.2Hz, 4H; N(CH,),N), 3.92 (s,
4H; NCH,py), 438 (q. /=7.0Hz, 4H; COOCH,CH;), 7.60 (d, J=
7.6 Hz, 2H; CH), 7.75 (t, J=7.6 Hz, 2H; CH), 7.92 ppm (d, J=7.6 Hz,
2H; CH); *C NMR (100 MHz, CD;CN, 298 K): 0=14.51 (primary C),
47.26, 52.15, 53.54, 62.37, 62.84 (secondary C), 124.20, 127.29, 138.46 (ter-
tiary C), 148.43, 161.71, 166.14 ppm (quaternary C); ES-MS: m/z: 456.3
[M+H]*.

1-Carbethoxymethyl-4,7-bis[ (6-carbethoxypyridin-2-yl)methyl]-1,4,7-tri-
azacyclononane (2): Ethyl chloroacetate (0.255 g, 2.08 mmol) and K,CO;
(0.288 g, 2.08 mmol) were successively added to a solution of 1 (0.860 g,
1.89 mmol) in anhydrous acetonitrile (60 mL). The reaction mixture was
refluxed overnight. After filtration and evaporation of the solvent, the re-
sulting crude product was purified by column chromatography on alumi-
na activity III (90 g, CH,CL,/EtOH 100 to 98/2) to produce 2 as a yellow
oil (0.568¢g, 56%). '"HNMR (400 MHz,CDCl;, 298 K): 0=1.29 (t, J=
6.8 Hz, 3H; COOCH,CHj;), 1.46 (t, J=7.2Hz, 6H; pyCOOCH,CHj;),
291 (s, 4H; N(CH,),N), 295 (s, 8H; N(CH,),N), 344 (s, 2H;
CH,COOEt), 4.01 (s, 4H; NCH,py), 418 (q, J=68Hz, 2H;
COOCH,CH3;), 4.50 (q, J=7.2 Hz, 4H; pyCOOCH,CH;), 7.83 (m, 4H;
CH), 8.01 ppm (t, J=4.8 Hz, 2H; CH); C NMR (100 MHz, CD,CN,
298 K): 0=14.54, 14.60 (primary C), 55.29, 56.30, 60.82, 62.25 (secondary
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C), 124.11, 127.38, 138.34 (tertiary C), 148.50, 166.19, 172.80 ppm (quater-
nary C). ES-MS: m/z (%): 542.3 (100) [M+H]*, 564.3 (20) [M+Na]*.
1-Carboxymethyl-4,7-bis[ (6-carboxypyridin-2-yl)methyl]-1,4,7-triazacyclo-
nonane (H;bpaten): A 1M aqueous solution of potassium hydroxide
(6.5 mL) was added to a solution of 2 (0.321 g, 0.570 mmol) in ethanol
(10 mL). The reaction mixture was refluxed overnight. After evaporation
of the solvent, the resulting oil was dissolved in water and the pH was ad-
justed to 1.5 by adding a 1.2m hydrochloric acid solution in water. Slow
evaporation of this solution produced the ligand
Hjbpaten-2.5KCI-2HCI-4 H,O as white crystals (0.310 g, 69%). '"H NMR
(400 MHz, D,0, 298 K, pD 6.4): 6=3.53 (s, 8H; N(CH,),N), 3.58 (s, 4H;
N(CH,),N), 3.83 (s, 2H; CH,COOH), 4.50 (s, 4H; NCH,py), 7.58 (d, J=
7.6 Hz, 2H; CH), 7.86 (d, J=7.6 Hz, 2H; CH), 7.96 ppm (t, /J=7.6 Hz,
2H; CH); “C NMR (100 MHz, D,0, 298 K): 6=>50.55, 50.98, 51.08,
57.97, 59.03 (secondary C), 125.18, 127.36, 140.66 (tertiary C), 146.42,
153.50, 166.87, 170.51 ppm (quaternary C); ES-MS : m/z (%): 458.2 (100)
[M+H]*, 496.2 (20) [M+K]"; elemental analysis calcd (%) for
C,,H,;N5O42.5KCI-2 HCI-4 H,O (788.85): C 33.49, H 4.73, N 8.88; found:
C 33.49 H 4.72 N 8.77; the salt content was confirmed by potentiometric
titration.

Synthesis of the lanthanide complexes

[Eu(bpatcen)]: A solution of EuCl;-6H,0 (0.13 mmol) in water (0.4 mL)
was added to a solution of Hsbpaten (0.15 mmol) in water (2 mL). The
pH of the resulting mixture was adjusted (pH 7.5) by adding an aqueous
KOH solution (1mMm). After evaporation of the water the resulting solid
was suspended in ethanol (20 mL). The resulting suspension was refriger-
ated at 4°C overnight and the solid (KCI) was removed by filtration.
Slow evaporation of the resulting solution yielded the [Eu(bpatcn)] com-
plex as a white microcrystalline solid (66.3 mg, 65%). ES-MS: m/z (%):
646.0 (100) [Eu(bpatcn)+K]*, 949.1 (78) [3Eu(bpatcn)+2K]**, 1251.0
(75) [2Eu(bpatecn)+K]*; elemental analysis caled (%) for [Eu-
(bpaten)]-4.5H,0-1.3KCl (784.41): C 33.69, H 4.24, N 8.93; found:
(C33.54/33.72, H 4.25/4.36, N 8.86.

[La(bpatcn)] and [Lu(bpatcn)]: The complexes [La(bpaten)] and [Lu(b-
patcn)] were isolated following the same procedure. ES-MS [La(bpatcn)]:
m/z (%): 5942 (100) [2La(bpatcn)+2H]**, 891.1 (28) [3La(b-
paten);+2 H]**, 1187.2 (55) [2La(bpaten)+H]"; ES-MS [Lu(bpatcn)]: m/
z (%): 668.2 (100) [Lu(bpatecn)+K]*, 982.9 (18) [3Lu(bpatcn)+2KJ**,
1297(18) [2Eu(bpaten)+K]*.

Solution NMR studies: 'H and “C NMR spectra were recorded on a
Varian Unity 400 spectrometer. Chemical shifts are reported in ppm with
solvent as internal reference. The chemical shift of HDO was adjusted as
a function of the temperature by using the equation of Nudelman.” The
samples of the Ln™ (Ln=Lu, La) complexes for the NMR measurements
were prepared by dissolving equimolar amounts of the ligand and of the
hydrate LnCl; in D,O followed by adjustement of the pD with solutions
of NaOD in D,O. The Eu'™ samples were prepared by dissolving the ap-
propriate amount of [Eu(bpatcn)]-4.5H,0-1.3KCl in D,O. Concentra-
tions in the range of 2x1072-4x1072M were used. The pH values given
are corrected for D isotope effects.””) The proton resonances were as-
signed by 2D COSY and NOESY experiments. In the EXSY spectra a
600 ms mixing times was found to give good intensity of cross-peaks.
[La(bpatcn)]: '"H NMR (400 MHz, D,0, 298 K, pD=7.1): 6=2.40 (br,
2H; CH,(tcn)), 2.82 (br, 2H; CH,(tcn)), 3.02 (br,8H; CH,(tcn)), 3.35(s,
2H; H,), 418 (br, 2H; Hg,/Hy,), 4.68 (d, J=14.8 Hz, 2H H,/Hy,), 7.74 (d,
J=17.6 Hz, 2H; Hy), 8.07 (d, J=7.6 Hz, 2H; H,,), 8.17 ppm (t, /J=7.6 Hz,
2H; Hy).

[Lu(bpatcn)]: '"H NMR (400 MHz, D,0, 298 K, pD=4.2): 6=2.02 (td,
1J=13.3 Hz, >J=5.6 Hz, 1 H; CH,(tcn)), 2.21 (td, 'J=12.9 Hz, 2J=5.6 Hz,
1H; CHy(ten)), 2.50 (dd, 'J=12.9 Hz, 2/=5.1 Hz, 1H; CH,(tcn)), 2.63
(dd, V=129Hz, J=5.1Hz, 1H; CH,(tcn)), 2.77-2.84 (m, 3H;
CH,(ten)), 2.92 (dd, J=16.0 Hz, %/=5.5 Hz, 1H; CH,(tcn)), 3.33, 3.41
(AB system, J,p=16.0 Hz, 1H; H,/H;), 3.44-3.59 (m, 4H; CH,(tcn)),
4.04, 415 (AB system, Jo,z=14.8 Hz, 2H; Hg,/Hg,), 4.27, 446 (AB
system, J,p=14.8 Hz, 2H; Hg,/Hy,), 7.72 (d, J=7.4 Hz, 1 H; H,), 7.81 (d,
J=74Hz, 1H; Hy), 8.03 (d, /=7.8 Hz, 1H; H,,), 8.08 (d, /=7.8 Hz, 1H;
H,y), 8.19 (t, J=7.4 Hz, 1H; Hyy), 821 ppm (t, J=7.8 Hz, 1H; H,,).'H
NMR (400 MHz, D,0O, 343K, pD=4.2): 6=1.98 (td, /=132 Hz, /=
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5.6 Hz, 1H; CH(tcn)), 2.17 (td, 'J=13.4 Hz, ’J=5.6 Hz, 1H; CH,(tcn)),
2.48 (dd, 'J=12.4 Hz, J=4.8 Hz, 1H; CH,(tcn)), 2.62 (dd, J=12.4 Hz,
2J=48Hz, 1H; CH,(tcn)), 2.80 (m, 3H; CH,(tcn)), 2.88 (dd, V=
16.4 Hz, 2J=5.6 Hz, 1 H; CH,(tcn)), 3.79, 3.86 (AB system, Joz= 27 Hz,
2H; H,/H;), 3.45-3.56 (m, 4H; CH,(tcn)), 4.48, 4.58 (AB system, Jop=
14.6 Hz , 2H; Hy,/Hg,), 470, 490 (AB system, J,=15.0 Hz, 2H; Hyg,/
Hyg,), 7.71 (d, J=7.2 Hz, 1H; Hy), 7.8 (d, J=7.6 Hz, 1H; Hy), 8.03 (d, /=
7.6 Hz, 1H; Hy,), 8.09 (d, /=72 Hz, 1H; Hy), 8.19 (t, J=72Hz, 1H;
H,y), 8.21 ppm (t, J=7.6 Hz, 1H; H,).

[Eu(bpatcn)]: '"H NMR (400 MHz, D,0, 400 MHz, 343 K, pD=9.1): 6=
—11.97 (s, 1H; H/H,), —10.26 (s, 1H; HyH,), —7.26 (s,1H; Hy/H),
—4.79 (s, 1H; Hy/H,), —3.30 (s,1H; H//H,), —3.16 (s, 1H; Hy/Hy), —0.84
(s, 1H; Hg,/Hgy), 0.45 (s, 1H; H,/H,), 0.52 (s, 1H; Hs/Hy), 0.52 (s, 1H;
H,/H;), 0.86 (s, 1H; Hs/Hy), 2.26 (s, 1H; Hy/Hy), 2.46 (s, 1H; Hy/Hy),
422 (s, 1H; Hy/H;), 435 (s, 1H; Hg/Hyg,), 5.19 (d, /=72 Hz,1H; Hy,),
6.34 (d, J=72Hz, 1H; Hy), 7.29 (t, J=7.6 Hz, 1H; Hy), 741 (d, J=
6.8 Hz, 1H; H,,)), 7.57 (s, 1H; Hg,/Hg,), 8.40 (d, J=7.2 Hz, 1H; Hy), 9.68
(t,J,=7.2Hz, J,=7.6 Hz, 1H; Hy,), 11.07 (s, 1 H; Hg,/Hgy), 16.75 ppm (s,
1H; H,;/H,); '"HNMR (400 MHz, D,0, 278 K, pD=9.1): 6 =—15.61 (br,
1H; H/H,), —13.83 (br, 1H; HyH,), —9.65 (s,1H; HyH,), —7.73 (br,
1H; HyH,), —5.82 (s, H; Hi/H,), —5.56 (s, 1H; Hy/H), —0.92 (br, 1H;
Hy,/Hgy), —0.37 (br, 1H; H,/H,), —0.37 (br, 1H; Hy/Hy), —0.09 (s, 2H;
H,/H,), 0.60 (br, 1H; Hs/Hy), 2.09 (br, 1H; Hs/H,), 3.06 (br, 1H; Hs/
H,), 430 (br, 1H; H,/H;), 4.71 (br, 1H; Hg,/Hg,), 5.89 (br, 1H; H,,), 6.41
(s, 1H; Hy), 7.22 (s, 1H; Hy,), 7.59 (s, 1H; Hyy), 9.08 (br, 1H; Hg,/Hg,),
9.08 (br, 1H; Hy), 9.22 (br, 1H; Hyy), 14.71 (br, 1H; Hg,/Hgy), 21.22 (br,
1H; H,/H,).

Assignment of the "H NMR spectrum at 278 K was realised by following
the chemical shifts of the peaks from 343 K to 278 K. Spectra were re-
corded at 343, 338, 328, 318, 308, 298, 293, 288, 283 and 278 K respective-
ly.

NMR titrations: 1.8 x 10>M solutions of H;bpatcn were prepared in D,0
in presence of 2,2-dimethyl-2-silapentane-5-sulfonate sodium salt (DSS;
10~*m) as reference. Sample solutions with different pH values were pre-
pared by adding dilute NaOD/D,0O or dilute DCI/D,O (Aldrich). The pH
values of the solutions were determined with a MeterLab, PHM 220 pH
Meter. The ionic strength was not adjusted.

X-ray crystallography: The diffraction data of the ligand 3 were taken
using a Bruker SMART CCD area detector three-circle diffractometer
(Moy, radiation, graphite monochromator, 1=0.71073 A). The cell pa-
rameters were obtained with intensities detected on three batches of 15
frames with a 10 s exposure time. The crystal-detector distance was 5 cm.
Narrow data frames were collected for 0.3° increments in w with a 60's
exposure time. At the end of data collection, the first 50 frames were rec-
ollected to establish that crystal decay had not taken place during the col-
lection. Unique intensities with />100([) detected on all frames using
the Bruker Smart program™ were used to refine the values of the cell
parameters. The structure was solved by direct methods using the
SHELXTL 5.03 package™ and all atoms, including hydrogen atoms,
were found by difference Fourier syntheses. All non-hydrogen atoms
were anisotropically refined on F*. Hydrogen atoms were refined isotrop-
ically. CCDC-288655 contains the supplementary crystallographic data
for this paper. These data can be obtained free of charge from The Cam-
bridge Crystallographic Data Centre via www.ccdc.cam.ac.uk/data_
request/cif.

Potentiometric titrations: The ligand protonation constants and the metal
ion stability constant of Gd"' with Hybpatcn were determined by poten-
tiometric titrations. Gd" solutions were prepared by dissolving the ap-
propriate amounts of GdCl;-6H,0 (Aldrich) in water. The exact Gd**
ion concentration was determined by colourimetric titration in acetate
buffer (pH 4.5) by using standardised H,Na,(edta) solutions (Aldrich)
and xylenol orange as the indicator. Ca" solutions were prepared by dis-
solving CaCl,-2H,O (Aldrich) in water. The exact Ca’* ion concentration
was determined by colourimetric titration in water (pH adjusted with
KOH at 12.5) using standardised H,Na,(edta) solutions (Aldrich) and
calgonite as the indicator. Solutions of Hj;bpatcn in aqueous 0.1m KClI
(20 mL; 1x10%m) alone, acidified (pH~2.6) 1:1 Ln:ligand mixtures ([L]
5x107*m), (pH~3.0) 1:1 Ca:ligand mixtures ([L] 5x10~*m) were titrated
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in a thermostated cell (25.0+0.1°C) under a stream of argon with a 0.1M
KOH solution added by means of a 5 mL piston burette (Metrohm). The
ionic strength was fixed with KCl (¢ =0.1m). Titrations were carried out
with a Metrohm 751 GPD Titrino potentiometer equipped with a com-
bined pH glass electrode (Metrohm). Calibration of the electrode system
was performed prior to each measurement. The electromotrive force is
given by E=E°+sp[H™] and both E° and s were determined by titrating
a known amount of HCI by 0.1m KOH at 4=0.1m (KCl), using the acid
range of the titration. The value used for the ion product of water was
logK,,=13.77.%") More than 55 data points were collected for each ex-
periment.

The data were mathematically treated by the program HYPER-
QUAD2000.5-82 All values and errors represent the average of at least
three independent experiments.

Spectroscopic and analytical measurements: Mass spectra were obtained
with a Finnigan LCQ-ion trap equipped with an electrospray source. Ele-
mental analyses were performed by the Service Central d’Analyses (Ver-
naison, France).

Absorption spectra were recorded on Cary 50 Probe UV/Vis spectrome-
ter with Perkin—Elmer Luminescence Cells with a pathlength of 1cm.
Luminescence lifetime measurements were recorded on a Perkin—-Elmer
LS-50B spectrometer at 293 K (without external temperature regulation).
The phosphorescence lifetime (7;) was measured by recording the decay
at the maximum of the emission spectra. The signals were analysed as
single-exponential decays. The instrument settings were as follows: a gate
time of 10 ms, an integration time of 1, a flash count of 5 and excitation
and emission slit widths of 2.5 nm, and a varied delay time. Lifetimes are
the average of three independent experiments. Phosphorescence excita-
tion and emission spectra were recorded on the same instrument with a
delay of 0.00 ms, a gate time of 10 ms, a cycle time of 200 ms and a flash
count of 1. Solutions (10~°m) of [Tb(bptcn)], [Eu(bpten)], [Tb(dpa),]*,
[Eu(dpa);]3~ (H,dpa=dipicolinic acid) for quantum yield measurements
were prepared in situ by mixing appropriate volumes of Ln"™" in MilliQ
water (the concentration was determined by titration with EDTA in ace-
tate buffer, using xylenol orange as indicator) and bpatcn®~ (in 0.1mM tris
buffer, pH 7.4) or dpa®~ (in 0.1m tris buffer, pH 7.4). Quantum yields ¢
were calculated by using the equation ¢/¢,=A.(2)n’D/A(I)n’D,, in
which x refers to the sample, and r, to the reference; A to the absorbance
at the excitation wavelength, n to the refractive index and D the integrat-
ed emitted intensity. The tris(dipicolinate) complexes [Eu(dpa);>"] (¢=
13.5%, 7.5x107°M in Tris buffer 0.1m) and [Tb(dpa);* ] ($=26.5.5%,
6.5x107°M in Tris buffer 0.1 M) were used as references for the determi-
nation of quantum yields of respectively Eu- and Tb-containing sam-
ples.® The data consistency was checked by measuring the quantum
yield of the tris(dipicolinate) against rhodamine 101 (¢,,,=100% in etha-
nol)®land cresyl violet (¢, =54 % in methanol).[*!

Self-diffusion coefficients and NMRD: The samples were prepared in
situ by mixing the appropriate amounts of ligand and GdCl;-6H,O in 1)
MilliQ water followed by adjustement of the pH with NaOH solution in
water (pH 7.25, cga=4.0 mM, Cypuen =4.5 mm); 2) tBuOD/D,0 extra pure
(99.99% atom D, eurisotop) followed by adjustement of the pD with
NaOD solution in D,0 (pD=6.9, cgq=4.27 mM, Cppyen=4.37 MM, Cpyop =
0.4m). Gd" solutions were prepared by dissolving the appropriate
amounts of GdCly6H,O (Aldrich) in water. The exact Gd™ ion concen-
tration was determined by colourimetric titration in acetate buffer
(pH 4.5) by using standardised H,Na,(edta) solutions (Aldrich) and xyle-
nol orange as the indicator. The absence of free gadolinium was checked
by the xylenol orange test.[™

The self-diffusion coefficients were obtained on a Varian Unity 400 with
the help of the simple stimulated-echo experiment with bipolar field gra-
dients®” by Jerschow and Miiller (see Figure 1b of reference [71]).

The 1/T; NMRD profiles were obtained at 298 K in the range 0.01-
28 MHz by using a Spinmaster FFC (fast field cycling) NMR Relaxome-
ter (Stelar, Italy), covering a range of magnetic fields from 2.5x107* to
~0.7T. The T, and T, high-field values were measured by the standard
inversion-recovery and CPMG sequences!® at 200, 400 and 500 MHz on
Bruker Avance 200, Varian Unity 400 and Bruker Avance 500 spectrome-
ters, respectively.
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To obtain the relaxation rates of the water protons, two solutions of
Gd(bpatcn) were prepared. A reference solution, in which the solvent
was pure light water H,O, was used for the study at low and intermediate
field values on the FFC relaxometer. To avoid the radiation damping oc-
curring in the case of a too intense NMR signal®” and to lock the exter-
nal field at the required spectrometer frequency, an auxiliary solution in
a D,0/H,0 mixture (224 % atom H) was employed for the high-field T;
and 7, measurements of the water protons. According to the relaxivity
theories™ (also see the Relaxivity Theory and Theoretical Basis), the
high-field relaxivities r, (a¢=1,2) are expected to be nearly proportional
to the solvent viscosity in the solution studied here. Therefore, in the in-
terpretation of the experimental data, the high-field relaxivities r,(H,0)
of the water protons in pure H,O were simply taken to be their counter-
parts r,(D,0/H,0) in the D,0O/H,0 mixture divided by a factor =1.22 ac-
counting for the change of viscosity between pure H,O and the employed
D,0/H,0 mixture.

The interpretation of the relaxivity profile of the water proton was per-
formed within a new theoretical framework. The rationale justifying this
theoretical approach is presented in the following section.

Theoretical basis: The Gd"'proton distance of a coordinated water mol-
ecule is denoted by ry. The complex was assumed to undergo a Brownian
rotational motion, the speed of which was measured by the rotational dif-
fusion coefficient Dy. Let 7,=7,=1/(6D5) be the rotational correlation
time of the complex. The intramolecular nuclear relaxation rate 1/7y
used in the present work is given by Equation (18) in terms of the IS
spectral density jy(c) defined by Equation (19). In Equation (18), if 1/
™y <1/t,, the argument o takes the complex values 1/7).4iw; and 1/
TZe]—i-iws, in which the electronic relaxation rates 1/7). and 1/T,; are
given by Equations (8)—(10). The spectral density j5(o) is the real part of
the Laplace transform of the (intramolecular) IS dipolar time correlation
function (TCF) given by Equation (20).

1 81
T =5 VS <S+1>[]k< +ion) +3 Z Wi, +ies)|  (18)
S(0) =——=Re _t 19
10) = e Re Ty o (19)
5(0) = —r-exp(~1/7,) (20)
2T Al }

The intramolecular relaxation rate 1/Tyy, and the OS relaxivity r® given
by Equations (18) and (11), respectively, are similar linear combinations
of spectral densities, since they both result from the modulation of the
spin /-spin S dipole-dipole Hamiltonian by an isotropic random motion.
The form of the IS relaxivity reported in Equation (6) is different, since
it accounts for the chemical exchange of the water molecule between the
diamagnetic bulk water environment and a coordination site of the para-
magnetic metal.

In the popular SBM theory, the “7/3” term of Equation (11) is replaced
by (7/3) j95(1/ T, +iws), whereas the “7/3” term of Equation (16) is re-
placed by (7/3)j5(1/Ty +iws). Furthermore, the electronic relaxation
rates 1/T;, and 1/T,, follow the simple McLachlan-type!®!! Equations (21)
and (22), in which the zero-field electronic relaxation rate 1/zg, is given
in Equation (23) in terms of ad hoc ZFS intensity A4*/"* and “vibrational”
(v) correlation time 729",

1,i1[ 1 4 } 1)

T 7505 |1+ 0d(zdh) T 2(7dhoey2
1 11 5 2
_ + __ 22
T, 71510 [ 1+ a)g(‘[jdh"‘) l + 4w (r"dh"c) } 22)
1 _1 adhoc\2 _adhoc
7o 5 (4 )T (23)

Despite its general acceptance as a reliable framework to interpret relax-
ivity data, the SBM theory is only approximate. Significant flaws in the
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molecular modelling assumed to be at the origin of the relaxivity can be
compensated by unphysical variations of its numerous parameters, espe-
cially if the latter are not derived from independent observations.?*™!
Describing the influence of the quantum motion of the electronic spin §
on the low-field relaxivity is a difficult task.>>1%20220851 At Jeast, two
major questions are raised by the use of the McLachlan electronic relaxa-
tion times 7). and T,. The first question concerns the existence of T,
and T,,, which depend on particular time evolutions of the longitudinal
and transverse TCFs (S.(¢)S,) and (S,.(¢)S_) of the electronic spin compo-
nents S, (a=x,y,z). It has to be proven that (S,(¢)S,) decreases monoex-
ponentially at a rate given by the longitudinal electronic relaxation time
T, and that (S,(¢)S_) oscillates at the electronic Larmor frequency wg
with a monoexponential decay characterised by the the tranverse elec-
tron-relaxation time 7,.. Now, the electronic TCFs can display very dif-
ferent time evolutions due to the presence of a time-averaged zero-field-
splitting (ZFS) Hamiltonian /H,g acting on the Gd" spin in the molecu-
lar frame of the GdL complex."”?? In the molecular frame, this ZFS
Hamiltonian is independent of time, and therefore called static (S). In
the laboratory frame, its fluctuations due to the Brownian rotation of
GdL are the dominant relaxation mechanism at low field, at which they
give rise to complicated non-monoexponential decays of the TCFs as
soon as the Redfield-Abragam validity condition [Eq. (24)] of the Red-
field approximation of the electronic relaxation fails.

[[Hisllt, < 1 (24)

Then, for example, 1/7g, is no longer of the form of that given in Equa-
tion (23). For a GdL complex, like [Gd(bpatcn)], with a significantly
larger size than [Gd(dtpa)]*", the rotational correlation time 7,>100 ps
becomes long enough for condition in Equation (24) not to hold. There-
fore, as also discussed in the NMRD Interpretation section, we suggest
that the effects of the electronic relaxation at zero field are considered
only through an empirical effective electronic relaxation rate 1/rg. We
also assume®®! that the electronic relaxation rate 1/}, is given by Equa-
tions (8) and (9), so that its high-field dispersion is similar to that given
by Equation (21), but with 72" replaced by the rotational correlation
time t,.

The second major problem posed by the use of T, and 7T, concerns the
sole IS relaxivity ri° It is related to the questionable assumption that the
quantum motion of the electronic spin S and the Brownian rotation of
the Gd"'—proton vector ry of a coordinated water molecule are uncorre-
lated (decomposition approximation), though these two intramolecular
dynamics depend on the same overall rotational diffusion of the GdL
complex! When the quantum motion of S and the spatial Brownian rota-
tion of ry are correlated, the intramolecular relaxation rate 1/7}y is no
longer given by the linear combination [Eq. (18)] of values of the spectral
densitiy j&, the analytical expression of which results from the sole
motion of ry and the arguments of which account for the quantum
motion of S. The rate 1/Ty has to be computed numerically from the
time fluctuations of the intramolecular spin /-spin S dipole-dipole Hamil-
tonian, taking place when the motion of ry and the evolution of the
quantum states of the spin S are simulated on the same footing.”” To
sum it up, the theoretical IS relaxivity %, which is obtained from the ex-
pression of 1/T)y in Equation (18), is particularly questionable in the
low-field regime at which the quantum motion of the electronic spin S is
mainly driven by the fluctuations of the static ZFS Hig due to the rota-
tional diffusion of the complex. If a theoretical relaxivity r; incorporates
such a spurious expression of ri5, the values 1/T}, (i=1, 2) used to fit r, to
a low-field experimental relaxivity profile with a significant IS contribu-
tion as for water may be particularly unphysical.

To be complete, a possible ad hoc simplification of the theoretical frame-
work used in the present study can be envisaged. As B, increases, it was
pointed out that a rough description of the time-decay of G"*(f) should
be sufficient to estimate the effects of this decay on the relaxivity. Thus,
the weighted sum of four exponentials representing the decay of G'(r)
in Equation (10) could be replaced by the monoexponential decay of
Equation (25), where 1/T,, and 1/T2""" are defined by Equations (26)
and (27).
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G7(1) = exp(iwstexp(—t/Tse) (25)
1 1 1 1

— — _—_tanh|( —— — 26

=g () ()] 26)
1 ¢ 1 6 , 5 2

= 2 v =5 (0 T ) )

Then, as in the popular SBM theory, the “7/3” term of Equation (11) is
replaced by (7/3) jOS(1/Ty+iws), whereas the “7/3” term of Equa-
tion (18) is replaced by (7/3) jS(1/ Ty + Uty +iws), with 1/T,, and 1/T,,
calculated from Equations (9) and (26), respectively. The numerical diag-
onalisation of the Redfield matrix of the transverse electronic relaxa-
tion™ is avoided and a fully analytical formalism is available to interpret
the experimental relaxivity. In the case of the present solutions of
[Gd(bpaten)(H,0)], this formalism leads to relaxivity profiles that are
still in reasonable agreement with their experimental counterparts,
though the time-decay of G'\(¢) is far from being monoexponential, even
for B,>0.1T.
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Structure, Stability, Dynamics, High-Field Relaxivity and Ternary-Complex
Formation of a New Tris(aquo) Gadolinium Complex

Aline Nonat, Pascal H. Fries, Jacques Pécaut, and Marinella Mazzanti*'"!

Abstract: The tripodal hexadentate pi-
colinate ligand dpaa®~ (Hsdpaa=N,N'-
bis[(6-carboxypyridin-2-yl)methyl]gly-

cine) has been synthesised. It can form
1:1 and 1:2 lanthanide/ligand com-
plexes. The crystal structure of the bis-
(aquo) lutetium complex [Lu(dpaa)-
(H,0),] has been determined by X-ray
diffraction studies. The number of
water molecules was determined by lu-
minescence lifetime studies of the
terbium and europium complexes. The
tris(aquo) terbium complex shows a
fairly high luminescence quantum yield
(22%). The [Gd(dpaa)(H,0);] com-
plex displays a high water solubility

Gd™ hydroxo complex at high pH val-
ues. A unique aquohydroxo gadolinium
complex has been isolated and its crys-
tal structure determined. This complex
crystallises as a 1D polymeric chain
consisting of square-shaped tetrameric
units. In heavy water, the [Gd(dpaa)-
(D,0);] complex shows a quite high
HOD proton relaxivity at high field
(11.93 s'mm ' at 200 MHz and 298 K)
because of the three inner-sphere
water molecules. The formation of ter-
nary complexes with physiological
anions has been monitored by relaxo-
metric studies, which indicate that even
under conditions favourable to the for-

mation of adducts with oxyanions, the
mean relaxivity remains higher than
those of most of the currently used
commercial contrast agents except for
the citrate. However, the measured re-
laxivity (7;=7.9s"' mm™") in a solution
containing equimolar concentrations of
[Gd(dpaa)(D,0);] and citrate is still
high. The interaction with albumin has
been investigated by relaxometric and
luminescence studies. Finally, a new
versatile method to unravel the geo-
metric and dynamic molecular factors
that explain the high-field relaxivities
has been developed. This approach
uses a small, uncharged non-coordinat-

and an increased stability (pGd=12.3)
with respect to the analogous bis(aquo)
complex [Gd(tpaa)(H,0),] (pGd=
11.2). Potentiometric and relaxometric

g X N ligands
studies show the formation of a soluble

Introduction

Magnetic resonance imaging (MRI) has become one of the
most important diagnostic techniques in medicine, and MRI
application in molecular imaging is foreseen. Gadolinium
complexes are frequently used to improve contrast in medi-
cal examinations as a result of their ability to increase the
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ing probe solute, the outer-sphere re-
laxivity of which mimics that of the
water proton. Only a routine NMR
spectrometer and simple mathematical
analysis are required.

gadolinium -
lanthanides -

relaxation rates of water protons in tissue.l'! All the gadoli-
nium complexes currently used as contrast agents have only
one water molecule coordinated to the metal and show low
relaxivity (r;=4.5s"'mm™'; 20 MHz, 298 K) relative to the
theoretically attainable maximum. The application of MRI
to the detection of a specific molecular target requires the
design of contrast agents with much higher relaxivity.”>* For
that purpose, all the molecular parameters that determine
the relaxivity (the number g of water molecules bound to
the gadolinium centre, the longitudinal relaxation time T,
of the metal electronic spin, the rotational correlation time
7g of the complex and the exchange rate k., of a coordinat-
ed water molecule) should be simultaneously optimised at
the desired field.

Of particular current interest is the development of con-
trast agents that display high relaxivity at the field values of
the new imaging instruments (3T-5T). A higher relaxivity
can be achieved by increasing the number of water mole-
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cules in the first coordination sphere and the second-sphere
contribution,”® as these factors are favourable at all field
values. Despite the large relaxivity enhancement associated
with the increase of the number g of gadolinium-bound
water molecules, only limited efforts have been directed to
the development of gadolinium complexes with more than
one metal-bound water molecule.” This is due to the ex-
pected decreased thermodynamic stability of these systems
that could lead to toxicity in vivo. In addition, endogenous
anions and/or side-chain carboxylate groups of the proteins,
such as serum albumin, may cause a partial or total displace-
ment of the coordinated water molecules of the bis- and tris-
(aquo) complexes, thus suppressing the relaxivity enhance-
ment benefit as a result of the high number of these water
molecules in the free complex.®* " For example, the interac-
tion of the gadolinium complexes of the macrocyclic hepta-
dentate ligand do3a®~ (H;do3a=1,4,7,10-tetraazacyclodode-
cane-1,4,7-triacetic acid) and its derivatives with carbonate,
phosphate, citrate, malonate or lactate groups leads to the
displacement of at least one inner-sphere water mole-
cule.'" ™! Strong phosphate binding dramatically decreases
the relaxivity of gadolinium complexes of hexadentate texa-
phyrins from 17 to 5 s~ mm .1

Over the last few years, however, a small number of very
promising g=2 gadolinium complexes have been report-
ed.'” The introduction of three additional carboxylate
groups on the heptadentate do3a’~ ligand suppresses anionic
binding to the gadolinium centre by electrostatic repul-
sion.'? Recent studies of complexes of the tripodal hydroxy-
pyridone (HOPO)-based ligands show that a high number
of inner-sphere water molecules does not necessarily imply
their ready displacement by physiological anions, even in
neutral or cationic complexes.’?!] This behaviour indicates
that an appropriate choice of the coordination geometry can
prevent physiological anion binding in complexes with more
than one inner-sphere water molecule and suggests that the
tripodal geometry might be particularly suitable for the
design of gadolinium-based contrast agents with several
inner-sphere water molecules.

Gadolinium complexes of polydentate ligands containing
picolinate chelating groups have shown interesting relaxa-
tion properties.”>?! In particular, the gadolinium complex
of the heptadentate tripodal ligand tpaa (Hstpaa=oa,o',0"-
nitrilotri(6-methyl-2-pyridinecarboxylic acid); Scheme 1)
containing three picolinate arms connected to a nitrogen
atom!®™*" has a relaxivity more than twofold higher than the
relaxivities of the clinically used current contrast agents
based on monoaqua complexes of octa-coordinate ligands.

~N N~ 2N

N \ N
HO™ ~O HO™ “O
O o}

N /\WOH
O

~ O OH ~
OH Hatpaa OH Hidpaa

Scheme 1. Ligands Hstpaa and Hidpaa.
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However, the in-depth investigation of the properties of this
complex and its application as a contrast agent are impossi-
ble as a result of its low water solubility. Herein, we describe
the synthesis, structure, stability and relaxivity of the new
tris(aquo) gadolinium complex of the tripodal hexadentate
picolinate ligand dpaa®~ (Hsdpaa=N,N'-bis[(6-carboxypyri-
din-2-yl)methyl]glycine; Scheme 1). The picolinate [Gd-
(dpaa)(H,0);] complex displays a high water solubility and
an increased stability with respect to the [Gd(tpaa)(H,0),]
complex in spite of the lower denticity of dpaa®™ relative to
tpaa®". The relaxivity of the 1:2 lanthanide/ligand complex
[Gd(dpaa),(H,0)]> is also described. The relaxivity change
induced by most of the physiological anions and bovine
serum albumin is investigated by relaxometric and lumines-
cence studies. At a high pH value, a unique aquohydroxo
gadolinium complex has been isolated and its crystal struc-
ture determined. A new practical method to analyse the
geometric and dynamic molecular factors that explain the
relaxivities measured at high field is also presented in detail.

Results and Discussion

Synthesis:  N,N'-Bis[(6-carboxypyridin-2-yl)methyl]glycine
(Hidpaa) was obtained in two steps with a global yield of
38 % from the previously described 6-chloromethylpyridine-
2-carboxylic acid ethyl ester. The 'HNMR spectrum of
Hsdpaa in D,O at pD=4.7 displays a single set of five sig-
nals that imply C,, symmetry. The [Gd(dpaa)(H,0);] and
[Lu(dpaa)(H,0),] complexes were prepared by reaction of
the corresponding lanthanide chloride and Hsdpaa ligands
in water at pH=5-6 (adjusted with KOH). Satisfactory ele-
mental analyses were obtained after elimination of the salts.

Crystal structure of the dpaa complexes: X-ray-quality crys-
tals of the lutetium complex were obtained by slow evapora-
tion of 1:1 solutions of LnCl; and Hidpaa in water after ad-
justment of the pH value to 5.27. The ORTEP diagram of
[Lu(dpaa)(H,0),] (2) is shown in Figure 1 and its crystallo-
graphic data are presented in Tables 1 and 2. The Lu ion is
octa-coordinate by the hexadentate ligand dpaa and two
water molecules. The geometry can be described as a slight-
ly distorted dodecahedron. The crystal structures of the Ln™
complexes of the analogous tpaa®~ ligand®™! vary along the
series with respect to their nuclearity and the number of
water molecules coordinated to the metal centre, with a tet-
rameric structure observed for the La®* ion (nine- and ten-
coordinate metal centres), dimeric structures formed from
the Nd** ion through the Yb’* ion (nine-coordinate com-
plexes) and a monomeric structure for the Lu’* ion (eight-
coordinate with one bound water molecule). The value of
Lu—N,pea (2.575(11) A) in 2 is very similar to the value
found for Lu—N,,. (2.6071(18) A) in the eight-coordinate
complex [Lu(tpaa)(H,0)]4H,0 and for Lu—N,q
(2.555(1) A) in the hepta-coordinate complex [Lu(tpa)CLj]
(tpa = tris[(2-pyridyl)methyl]amine).®"! The three arms of
the dpaa ligand adopt a pincer-like arrangement around the

Chem. Eur. J. 2007, 13, 8489 —8506
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Figure 1. ORTEP diagram of the complex [Lu(dpaa)(H,0),] (2), with
thermal ellipsoids at 30 % probability.

Table 1. Crystallographic data for the structures.

2 3
formula CsH,LuN;Oy CysHgoGd N ,Na;O,5
M, 589.32 2456.46

crystal system monoclinic monoclinic

space group P2(1)/n P1

a[A] 8.042(4) 12.440(2)

b [A] 11.948(7) 13.625(2)

c[A] 14.985(6) 14.310(2)

a [A] 90 83.439(2)

BIA] 100.40(1) 66.688(2)

y [A] 90 80.559(2)

Vv [A%Z] 1878(3)/4 2194.1(5)/2

i 0.71073 0.71073

Peatca [gEm ] 1.712 1.859

w(Moyg,) [mm™'] 1.898 3.101

t[K] 223(2) 223(2)

Ry, wR, 0.0414, 0.0854 0.0320, 0.0751

[a] Structure was refined on F} using all data : wR,=[S[w(Fi—F2)?/
Sw(F3)'"?, where w' =[S(F2) 4+ (aP)*+bP] and P=[max(F;, 0)+2F"]/3.

0

Table 2. Selected bond lengths [A] and angles [°] in 2.

Lul-O1  2251(10) Lul-O5  2262(9) Lul-03  2.289(9)
Lul-O7  2327(10) Lul-O8  2337(9) Lul-N2  2397(10)
Lul-N3  2399(10) Lul-N1  2.575(11)

O1-Lul-05 832(3)
O1-Lul-07 142.5(3)
O1-Lul-08 1492(3)
07-Lul-08 68.1(4)
03-Lul-N2  67.9(3)
O1-Lul-N3 80.9(3)
07-Lul-N3 80.7(3)
O1-Lul-N1 70.9(3)
O7-Lul-N1 71.8(3)
N3-Lul-N1 65.5(3)

O1-Lul-03 78.7(3)
05-Lul-07 119.2(3)
05-Lul-08 81.1(4)
O1-Lul-N2 81.7(3)
O7-Lul-N2  86.4(3)
05-Lul-N3  68.4(3)
O8-Lul-N3  117.0(4)
O5-Lul-N1 129.7(3)
O8-Lul-N1 1383(3)

05-Lul-03 86.3(3)
03-Lul-07 128.7(3)
03-Lul-08 74.0(4)
05-Lul-N2 152.1(3)
08-Lul-N2 100.5(4)
03-Lul-N3 149.0(4)
N2-Lul-N3  131.3(4)
03-Lul-N1 1272(3)
N2-Lul-N1  65.9(3)

metal centre, whereas the three picolinate arms adopt a heli-
cal arrangement in the tpaa® complex. This behaviour does
not lead to significant differences in the Lu—O, 0, bond
length (mean values: 2.27(2) and 2.30(4) A in Lu(dpaa) and
Lu(tpaa), respectively) and the Lu—N bond length (mean
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values: 2.46(1) and 2.48(9) A in Lu(dpaa) and Lu(tpaa), re-
spectively).

Obtaining crystals of the gadolinium complex at low
pH values was prevented by its high water solubility. X-ray-
quality crystals of the gadolinium complex were only ob-
tained by slow evaporation of a 1:1 solution of [Gd(OTf);]
(OTf=triflate) and dpaa®~ at pH~8. X-ray diffraction stud-
ies revealed the presence of two sets of two independent ga-
dolinium complexes connected by bridging carboxylate units
to form a centrosymmetric tetramer with a square-shaped
arrangement (Figure 2). Both gadolinium complexes are

Figure 2. ORTEP diagram of the anion [{Gd(dpaa)(H,O),},{Gd(dpaa)-
(H,0)(OH)},]* in 3, with thermal ellipsoids at 30 % probability.

nine-coordinate with a capped square-antiprism geometry,
except for Gd1 the polyhedron is very distorted. The Gd2
centre is coordinated by the six donor atoms of the dpaa’®~
ligand, a water molecule and two oxygen atoms of the pico-
linate group from one of the adjacent gadolinium com-
plexes. The carboxylate group bridges the two gadolinium
ions in a wm'm? fashion. This behaviour suggests that the
geometry of the coordinated ligand does not prevent the
binding of additional carboxylate groups in a n> fashion.
The picolinate oxygen atom not involved in the coordination
of Gd2 binds the other adjacent Gdl complex in a pm'n'
fashion. The gadolinium ion Gdl is coordinated by the six
donor atoms of the dpaa®~ ligand, a picolinate oxygen atom
from the adjacent gadolinium complex, one oxygen atom
for a water molecule and one oxygen atom from a hydrox-
ide species. The bridging hydroxide moiety is also coordinat-
ed to a sodium cation. A six-coordinate sodium centre binds
the carboxylate oxygen atoms of two acetate arms from the
gadolinium complexes of different tetrameric units, thus
leading to the formation of the infinite 1D polymer [{{Gd-
(dpaa)(H,0)],{[Gd(dpaa)(H,O)(OH)]Na(H,0),}}2-
Na(OH)(H,0);:CH;0H-6H,0],, (3, see Figure3 for the
ORTEP diagram and Tables 1 and 3 for its crystallographic
data).

The four remaining coordination sites of the sodium
cation are occupied by two water molecules and a hydroxide

www.chemeurj.org — 8491
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Figure 3. ORTEP diagram of the 1D polymeric structure of 3, with thermal ellipsoids at 30 % probability.

Table 3. Selected bond lengths [A] and angles [°] in 3.1

solution at high pH values."”
Furthermore, the self-assembly
of dinuclear, tetranuclear and
dodecanuclear polymetallic hy-
droxo complexes has been re-
ported for lanthanide—ethylene-
diaminetetraacetic acid
(H,edta) complexes under con-
ditions of high pH (pH 13-
14).53 Mononuclear aquo—hy-
droxo complexes were suggest-
ed as probable intermediates in
the mechanism proposed for
the self-assembly of tetranu-
clear polyhydroxo complexes

Gd1-025 2.382(3) Gd1-05 2.403(3)
Gd1-012#1 2.418(3) Gd1-026 2.422(3)
Gd1-N2 2.523(3) Gd1-N3 2.571(3)
Gd2-015 2.340(3) Gd2-011 2.386(3)
Gd2-013 2.421(3) Gd2-02 2.467(3)
Gd2-N22 2.581(3) Gd2-01 2.637(3)
025-Gd1-05 85.67(11) 025-Gd1-03 88.18(11)
025-Gd1-O12#1 73.44(11) 05-Gd1-012#1 71.74(10)
025-Gd1-026 85.83(12) 05-Gd1-026 69.86(11)
012#1-Gd1-026 137.37(11) 025-Gd1-01 72.25(10)
03-Gd1-01 68.30(9) 012#1-Gd1-01 133.10(9)
025-Gd1-N2 136.77(11) 05-Gd1-N2 119.43(10)
012#1-Gd1-N2 144.76(10) 026-Gd1-N2 72.99(11)
025-Gd1-N3 133.47(11) 05-Gd1-N3 102.69(10)
012#1-Gd1-N3 66.49(10) 026-Gd1-N3 140.27(11)
N2-Gd1-N3 78.29(10) 025-Gd1-N1 149.15(11)
03-Gd1-N1 119.63(10) 012#1-Gd1-N1 97.20(10)
01-Gd1-N1 128.03(9) N2-Gd1-N1 65.22(10)
015-Gd2-011 86.80(10) 015-Gd2-027 80.20(11)
015-Gd2-013 159.46(10) 011-Gd2-013 73.26(10)
015-Gd2-02 81.11(10) 011-Gd2-02 151.86(10)
013-Gd2-02 118.96(9) 015-Gd2-N23 128.50(10)
027-Gd2-N23 142.68(11) 013-Gd2-N23 64.16(10)
015-Gd2-N22 70.77(10) 011-Gd2-N22 63.58(10)
013-Gd2-N22 95.32(10) 02-Gd2-N22 133.48(10)
015-Gd2-01 122.97(9) 011-Gd2-01 119.81(9)
013-Gd2-01 73.01(9) 02-Gd2-01 51.03(9)
N22-Gd2-O1 164.91(10) 015-Gd2-N21 66.91(10)
027-Gd2-N21 139.84(11) 013-Gd2-N21 121.67(10)
N23-Gd2-N21 61.66(11) N22-Gd2-N21 4.67(10)

Gd1-03 2.412(3) from their corresponding mono-
Gd1-01 2.478(3) nuclear aquo-hydroxo complex;
Gd1-N1 2.666(3) however, these intermediates
Gd2-027 2.396(3) were never isolated. Moreover
Gd2-N23 2.562(3) .
Gd2-N21 2.695(3) although several lanthanide-hy-
05-Gd1-03 151.34(10) droxo complexes have been
03-Gd1-012#1 79.67(10)  structurally characterised,** !
03-Gd1-026 137.54(11)  thjs example is a rare as the hy-
05-Gd1-01 134.99(9) d li di t brideine t
026.Gd1-01 69.85(11) roxo ligand is no %grl ging two
03-Gd1-N2 83.36(10) lanthanide centres.[‘ |

0O1-Gd1-N2 65.21(10) The described structure sug-
03-Gd1-N3 62.74(10)  gests that the dpaa®™ ligand is a
O1-GdI-N3 121.1009) very good candidate for use in
05-Gd1-N1 63.55(10) . .
026-Gd1-N1 81.80(11) the ligand-controlled synthesis
N3-Gd1-N1 61.24(10) of polynuclear lanthanide—oxo/
011-Gd2-027 70.31(11) hydroxo complexes, and the
8;;'233’8? z;ggg lanthanide coordination chemis-
O11-Gd2-N23 126.70(11) try of this hganfi at high pH val-
02-Gd2-N23 79.88(10)  ues could provide new structur-
027-Gd2-N22 125.89(11)  al motifs.

N23-Gd2-N22 89.36(10)

027-Gd2-O1 66.33(10)  protonation and stability con-
N23-Gd2-O1 77.05(10) . h .
011-Gd2-N21 127.18(10) stants: The protonathn con-
02-Gd2-N21 70.50(10) stants of Hsdpaa, defined as
01-Gd2-N21 112.899)  K,;=[HL]®/[H,_ L4 [H],

[a] Symmetry transformations used to generate equivalent atoms: #1 —x+1, —y+1, —z.

ion. The presence of this hydroxide anion is necessary to
balance the complex charge, although the position of the hy-
droxide species bound to the sodium ion cannot be assigned
because the hydrogen atoms of the water molecules and the
hydroxide were not localised probably as a result of disor-
der.

The presence of both the aquo and monohydroxo com-
plexes in a ratio of 1:1 in the structure can be explained by
the low solubility of this species and the potentiometric re-
sults, which indicate the presence of hydroxo species in solu-
tion with water above pH 8 (see below). The formation of
soluble lanthanide-hydroxo complexes in the presence of
neutral polyaminocarboxylate ligands has been observed in
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were determined to be pK ;=
2.9(1), pK,,=3.8(1) and pK, =
7.33(3) (0.1m KCI, 298 K) by
potentiometric titration (the ti-
tration curves of Hydpaa and its Gd™ complexes are pre-
sented in the Supporting Information). The highest
pK, value (7.33(3)) may be identified with the protonation
of the nitrogen atom of the tertiary amine, followed by the
protonation of the carboxylate groups of the picolinate moi-
eties. The protonation of the remaining carboxylate group
occurs at a lower pH value, and the associated pK, value
could not be determined. The values of pK,, and pK,; are
consistent with the values found for the protonation of the
picolinate carboxylate moiety in the tripodal ligand a,o’,a”-
nitrilotri(6-methyl-2-pyridinecarboxylic acid (Hjtpaa; pK;=
3.3(1), pK,,=4.11(6)).”" The low value of pK, =7.33 rela-
tive to the value reported for nitrilotriethanoic acid (Hjnta;
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pK,_9.75)"" is due to the presence of two 6-methyl-2-pyri-
dinecarboxylic acid groups and is consistent with the value
of pK,=7.30 reported for the nitrogen atom of the secon-
dary amine in bis(2-pyridylmethyl)amine (dpa)."!

The stability constants of the complexes formed between
the Ln™ centre (Ln=Gd and Tb) and Hydpaa were deter-
mined by direct titration of 1:1 Gd/Hsdpaa (4.3x107*m), 1:2
Gd/Hydpaa (4.4x107*m), 1:1 Tb/Hzdpaa (3.6x10*m) and
1:2 Tb/H;dpaa (1.8x10 *m) mixtures in the pH range 2.5-
10.3. The titration data could be fitted to the following
equations [Egs (1)-(3)]:

Gd*" + dpaa’~ = [Gd(dpaa)]
log Ko = 10.6(2)

[Gd(dpaa)] + dpaa®™ = [Gd(dpaa),)*"

log Kgar, = 6.0(3) @
[Gd(dpaa)] + dpaaH*~ = [Gd(dpaa)(dpaaH)]*~ 3
log Ky = 5:2(4) ®)
Tb*" + dpaa®>~ = [Tb(dpaa)]

(1a)
log Ky, = 10.4(2)
[Tb(dpaa)] + dpaa®~ = [Tb(dpaa),]*”

(2a)
log Ky, = 4.8(5)
[Tb(dpaa)] + dpaaH*" = [Tb(dpaa)(dpaaH)}* (3a)

a

log Krpiin = 6.4(4)

The value of pGd=12.3 (—log[M]e. at pH 7.4, [M]oa=
1 pm and [dpaa],,, =10 um), which allows a straightforward
comparison of the complex stabilities under physiological
conditions, is significantly higher than the value found for
the tpaa®™ complex (pGd=11.2). The increase in stability is
consistent with the overall increase of the ligand pK, values
(XpK,=14.03 and 9.91 for dpaa* and tpaa’", respectively).
The titration curves show an inflection point above pH 8,
which is due to the formation of hydroxo species above this
pH value, as confirmed by simulation of the curves.

The introduction of the additional species [M(dpaa)OH)]~
into the fit of the titration curves does not result in a signifi-
cant modification of the values of the formation constants of
the mono- and bis(ligand) complexes as their formation
occurs before pH 8.

The small concentration of hydroxo complex present at
the investigated pH region, associated with a probable slow
kinetic process, prevents an accurate determination of the
formation constant of the hydroxo species. To obtain a
better qualitative description of the system, we have, howev-
er, included the speciation in a pH range in which the error
of the formation constant of the hydroxo complexes has
little influence on the amount of hydroxo species present in
solution (up to pH?Y9). The species distribution curves
(Figure 4) show that at a stoichiometric 1:1 ratio of Gd/
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Figure 4. Gadolinium speciation in water (pH 2.5-9) in the presence of
dpaa’®~ for [Gd**],, = [dpaa],,,=0.44 mm. L =ligand.

dpaa®™ dissociation of the complex occurs only below pH 4
and that at pH>8 the soluble hydroxo species [Gd-
(dpaa)(OH)]~ begins to form. At a stoichiometric 1:2 ratio
of Gd/ligand, the distribution curve (Figure 5) shows that at
above pH 7 and [dpaa] . =0.22 mM the major solution spe-

Gd(dpaa),

100

801

60

401

20

% formation relative to L

0

Figure 5. Speciation in water (pH 2.5-9) in the presence of dpaa® for
[Gd**],,:=0.22 mm and [dpaa],,,=0.44 mm.

cies is the trianionic bis(ligand) complex [Gd(dpaa),]*” in
which all the carboxylate oxygen atoms are deprotonated.
Below pH 7, a dianionic monoprotonated form of the bis-
(ligand) complex is present. This complex is the major spe-
cies at pH4. At pH=~7.5, the hydroxo species begins to
form, thus displacing one dpaa’" ligand. Similar behaviour
was observed for the terbium complex, and similar coordi-
nation behaviour was previously observed for ternary com-
plexes of lanthanides with polyaminocarboxylate li-
gands.“>+

Solution structure of the Ln™ complexes: The lanthanide
complexes of dpaa*” show a very high solubility in water,
which is different from the complexes of the heptadentate
tpaa®~ ligand as they are rather insoluble in water. As in
both cases the complexes have neutral charges, the higher
solubility probably arises from the removal of one pyridyl
ring.

The '"H NMR spectra (400 MHz) of [Ln(dpaa)] (Ln=La,
Eu, Tb, Lu) complexes in D,O at pD 6-8 and 298 K show
the presence of only one set of signals for the pyridine pro-
tons, two signals for the diastereotopic methylene protons
close to the pyridine ring and one resonance for the protons
of the acetate group. This pattern is consistent with a C,
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symmetry of the species in solution, in which the two picoli-
nate pendant arms are equivalent. The diastereotopic char-
acter of the CH, protons close to the pyridine ring indicates
a long-lived coordination of the nitrogen atom of the terna-
ry amine and is in agreement with a rigid C, structure in so-
lution. In contrast, for the analogous heptadentate tpaa®~
ligand, fluxional C;, species were observed in solution, as a
consequence of a rapid interconversion between two differ-
ent helical conformations (A and A). The different behav-
iour observed for the two ligands points to a better metal—
ligand complementarity for the dpaa®~ complexes.

Solution-structure NMR studies (400 MHz) were carried
out on the [Ln(dpaa),]>~ (Ln=Eu, Tb, Lu) complexes in
D,0 at pD 6-8 and 298 K. Broad spectra were obtained for
Ln=Tb and Lu, which is in agreement with the presence of
conformational equilibria in solution. A more rigid spectrum
was observed for the europium complex with more than 17
signals at 298 K for [Eu(dpaa),]>~ (see the Supporting Infor-
mation). This pattern indicates the presence of C;-symmetric
species in solution. Signal overlap prevented the attribution
of the signals.

The solvation state of the mono- and bis(dpaa) complexes
of Eu™ and Tb™ were studied by comparison of their lumi-
nescence decays in H,O and D,O. As a result of the differ-
ent quenching efficiencies of the O—H and O—D oscillators,
the measurement of Ln®* phosphorescence lifetimes 7 in
solutions of H,O and D,O allows an accurate estimation of
the number of coordinated water molecules present in solu-
tion g by using the equation of Beeby etal. (g=A,(1/
Tuo—1/Tp,o—0r,) Wwith Ap=5ms, Ag,=12ms,
0.06 ms™' and oz, =0.25 ms™;* this equation is a corrected
version of the empirical equation of Horrocks and Sud-
nick,*>*! thus accounting for closely diffusing OH oscilla-
tors). The observed lifetimes of the Eu(’Dy) (tyo0=
0.307(2) ms and 75,,=2.53(2) ms) and Tb (D,) (Tyo=
0.99(1) ms and 7p,,=2.65(3) ms) levels for the [Tb(dpaa)]
and [Eu(dpaa)] complexes are in agreement with the pres-
ence of 3.1+0.2 and 2.9+£0.2 coordinated water molecules
in the Eu and Tb 1:1 complexes, respectively. A similar
number of coordinated water molecules can be expected for
the gadolinium ion, which has an ionic radius between those
of the Eu and Tb ions. These results indicate the presence
of monomeric tris(aquo) species in solution with water. The
lifetimes of the Eu(’Dy) (tyo=1.11(4)ms and 7,0=
243(2)ms) and Tb (D,) (tg,0=1.18(4) ms and 7p0=
1.73(7) ms) levels measured under conditions ([Eu]
~4.10*m and [dpaa] ~8,8.10~*m for Eu; [Tb]~1.10°m and
[dpaa]~4.3.107*m for Tb) in which only the bis(dpaa) com-
plexes [Ln(dpaa),]>~ are present in solution are in agree-
ment with the presence of 1.06 £0.2 and 0.3+0.2 coordinat-
ed water molecules in the Tb and Eu complexes, respective-
ly (Table 4). The q values reported for the Eu*t and Tb**
complexes of octadentate and nonadentate polyaminocar-
boxylate ligands are usually very similar.”? However, lumi-
nescence decay rates of the free ions Tb*>* and Eu’* in mix-
tures of D,O and H,O yielded values of ¢=9 and 9.6 for
terbium and europium, respectively.”’l Moreover systematic

Oy, =
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Table 4. Lifetime and absolute quantum yields in Tris buffer (pH 7.4,
298 K) relative to [Eu(dpa)s]*~ and [Tb(dpa);]*".

Compound Ay € T,0 Ti,o Ouo Op,0
[nm] [v'em] [ms] [ms] [%] [%]
dpaa 268 8968 - - - -
[Eu(dpaa)] 272 8940 0.307(2) 2.53(2) 153) 13(2)
[Tb(dpaa)] 272 8503 0.99(1) 2.65(3) 22(4)  54(8)
[Eu(dpaa),] 271 - 1.11(4) 243(2) - -
[Tb(dpaa),] 271 - 1.18(4) 1.73(7) - -

crystallographic studies of lanthanide complexes show that
the change of coordination number occurs at different
atomic numbers depending on the coordinated ligand. For
example, the change in the number of coordinated water
molecules occurs at the Tm centre for [Ln(dota)(H,O),]
(dota=1,4,7,10-tetraazacyclododecane-N,N',N",N"’'-tetraace-
tic acid) complexes,*! but at the Gd centre for the series of
[Ln(terpyridine)(NO;),(H,0),]JNO; (x=3 for La-Gd and
x=2 for Tb-Lu) complexes.[*

The different number of water molecules observed for the
bis(dpaa) complexes can be interpreted in terms of impor-
tant structural differences for these complexes. A possible
explanation for the presence of a coordinated water mole-
cule in the terbium complex is that a smaller number of
donor atoms of the dpaa ligand is bound to the smaller
terbium ion, thus leaving a coordination site available to
bind a water molecule. The higher fluxional behaviour of
the terbium complex observed by NMR spectroscopic analy-
sis is in agreement with this interpretation.

Important differences in the formation mechanisms of ter-
nary adducts Ln-edta-nta (nta=nitrilotriacetato) have been
previously reported along the lanthanide series.”>*" The
high value of relaxivity measured for [Gd(dpaa),]’” (r,=
6.4mm's7! at 200 MHz, 298 K) is in agreement with the
presence of a coordinated water molecule, as observed for
the terbium complex.

Relaxometric properties: The efficiency of a Gd™ complex
to enhance the contrast of T;-weighted magnetic resonance
images is gauged by its relaxivity r;, which is defined as the
paramagnetic relaxation enhancement of the longitudinal re-
laxation rate of the water protons as a result of a 1 mm in-
crease in the concentration of this complex at a given tem-
perature and magnetic field.""™!! The determination and
analysis of the relaxometric parameters at high field were
performed with a new method, which is described in the
Theory Section and provides a simple and straightforward
way of characterising the relaxivity performances of new ga-
dolinium complexes at high field.

Relaxivity analysis of the Gd™ complexes: The relaxation
rates of the HOD and CH;OD protons were measured at
200 MHz and 298 K in solutions of [Gd(dpaa)(D,0);] and
[Gd(dpaa),(D,0)]*” in D,O (Tables 5 and 6). First, consider
the solution of [Gd(dpaa)(D,0);] as a worked example, for
which the practical method of using the high-field relaxivity
theory presented in the Theory Section is detailed in five
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Table 5. The mixed OS proton relaxivities 705 at 200 MHz of a dilute un-

charged probe solute CH;OD that result from solutions of the complexes
[Gd(dpaa)(D,0);] and [Gd(dpaa),(D,0)]*" in D,O at 298 K.

[Gd(dpaa)(D,0);] [Gd(dpaa),(D,O)I"
T, [ms] 72.60 85.60
T, [ms] 56.90 6830
7,, [ms] 56.90 67.60
T [87 ] 3.74 3.09
Tonp [s7 MM 3.74 3.14
O [s7 mm'] 3.74 3.12

[a] The concentrations of the complexes [Gd(dpaa)(D,0);] and
[Gd(dpaa),(D,0)]*" are 4.26 and 4.25 mm, respectively. The experimental
proton relaxation times in the absence of Gd™ complexes are T,,=9.43 s
=Ty =T . The values of 75, (respectively gy, ) are obtained from the
measured longitudinal and transverse (respectively longitudinal in the ro-
tating frame) relaxation times 7; and T, (respectively 7). The arithme-

tic mean of 705, and rO% | is rOS = (rOS ,+755 V2.

mix.2p mix,lp mix — mix, 1p

Table 6. Relaxivity properties of the HOD protons at 200 MHz that arise
from  solutions of the complexes [Gd(dpaa)(D,0);] and
[Gd(dpaa),(D,0)]*" in D,O at 298 K (the rotational correlation time 7y
and coordination lifetime 7y are also reported).”

[Gd(dpaa)(D,0);] [Gd(dpaa),(D,0)]*
7, [ms] 19.64 31.91
T, [ms] 16.42 2724
r s mm 11.93 7.36
r s mm 14.28 8.62
708 [s7'mm) 2.84 224
AS s mm] 9.40 5.45
S s mm] 11.12 6.17
e [ps] 103.00 206.00
o [15] 0.10 0.45

[a] The concentrations of the complexes [Gd(dpaa)(D,0);] and
[Gd(dpaa),(D,0)]*~ are 4.26 and 4.25 mm, respectively. The experimental
proton relaxation times in the absence of Gd" complexes are T},=12.5's
=~T). The total longitudinal and transverse relaxivities r; and r, are ob-
tained from the measured relaxation times 7 and 7,. The mixed OS re-
laxivity 7, is estimated from its counterpart of the CH;OD protons re-
ported in Table 5, as explained in the relaxivity analysis section. This
value is used to derive the longitudinal and transverse OS relaxivities r,°%
and ,°5, from which the IS contributions 'S and 7, to the total relaxivi-
ties are obtained as differences.

steps. The explanations are self-contained to make the
theory readily usable for the characterisation of contrast
agents. The complex [Gd(dpaa)(D,0);] is simply denoted by
Gd(dpaa) in the mathematical symbols to simplify the nota-
tion. The equations are written in terms of the longitudinal
and transverse relaxation times 7; and 75, but the same pro-
cedure holds when replacing T, with T,. The analysis begins
with the interpretation of the CH;OD proton relaxivities,
which are of purely outer-sphere (OS) origin, because the
inner-sphere (IS) contributions should be negligible as meth-
anol coordinates to the Gd™ centre weakly at most.

Step 1 consists of deriving the experimental mixed relaxiv-
ity of the methanol (m) CH;OD protons from Equation (4)
[which is the expanded form of Equation (23) from the
theory section in terms of directly measured properties]:

i (9©) :% KT% - T%o) —% (% = Tim)] /[Gd(dpaa) (4)
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where T, and T, are the experimental CH,OD proton relax-
ation times in the solution containing the [Gd(dpaa)(D,0);]
complex at the concentration [Gd(dpaa)], whereas T;, and
T,, are the measured values in the absence of the complex.
From the experimental values of Table5, we obtain
rosm(00)=374s""'mm".

Now, turn to the interpretation of the HOD relaxivities.
The total longitudinal and transverse relaxivities r;,=11.93
and r,,=14.28 s"' mm ™! are readily obtained by substituting
the measured values for the relaxation times 73, T5, T}, and
T,, of the HOD protons in Equations (5a and b):

o= (7 -7, )/Gatepaa) (52

oo = (77, ) /Gatepaa) (5b)

The purpose of the following steps of the relaxivity analysis
is to disentangle the IS and OS contributions to the total re-
laxivities r,,, and r,, to allow a straightforward estimation
of their underlying geometric and dynamic molecular fac-
tors.

In step 2 the mixed relaxivity 795  (c0) of the HOD pro-

mix,w

tons is calculated from Equation (6) [which is Eq. (25) from
the Theory Section] when L =dpaa:

(O

mix,w

oS ( Dm/Gd(dtpaa) bm/Gd(dtpaa) (6)

mix,w

I

) =r
( ) Dw/Gd(dtpaa) bw/Gd(dtpaa)

where Dy Gadipan) 80d Dx/Gawipan) are the relative diffusion co-
efficient and the collision diameter of the X/Gd(dpaa) pair,
respectively (X=methanol (m) or water (w)). The relative
diffusion coefficient Dy;gqwipaay 15 the sum given by Equa-
tion (7) of the self-diffusion coefficient Dy of the molecule
X and of the self-diffusion coefficient Dy, Of the Gd™
complex.

dtpaa

DX/Gd(dlpaa) = D;{ + DtGd(dtpaa) (7)

The self-diffusion coefficients of the uncharged CH;OD and
HOD molecules are independent of the presence of dilute
small solutes and have infinite dilution values that can be
measured by the pulsed-gradient spin-echo (PGSE) NMR
technique,® namely, these values are D! =1.13x10" and
D! =1.85x107 cm*s™" in D,O at 298 K. Three different pro-
cedures can be used to obtain the relative diffusion coeffi-
cients D ,yGapan) aNd DyyGaapas) involved in Equation (6). In
procedure 1, the self-diffusion coefficient Di, s, ©f the
[Gd(dpaa)(D,0);] complex is approximated by that of its
Lu™ or La™ analogue, which is measured® > by the
PGSE NMR technique. Then, the relative diffusion coeffi-
cients are calculated as the sum of Dy and Dgygpa
[Eq. (7)]. As a goal of this study is to provide an economical
determination of the factors that affect the relaxivity, proce-
dure 1 is not used herein because the accompanying addi-
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tional experimental work is not justified by the need of a
precise measurement of DtGd@paa), as discussed hereafter.
Procedure 2 rests on an a priori estimation of the self-diffu-
sion coefficient Diygpae- The studied complex [Gd(dpaa)-
(D,0);] is a small Gd-polyaminocarboxylate complex (M,=
500-750 gmol'). The self-diffusion coefficients of many
complexes of this type were found to be in the rangel"
(0.4540.1)x107° cm?s ™! in H,O at 298 K. According to the
Stokes—FEinstein law, the corresponding self-diffusion coeffi-
cients in D,O should decrease by the viscosity ratio r/(D2O)/
n(H,0)=1.24 to take the value (0.36+0.08)x107° cm?s~..
In procedure 2, the self-diffusion coefficient Diygpay ©F
[Gd(dpaa)(D,0);] in DZO is simply assumed to have the
mean value 0.36x107° cm?s™!. As in procedure 1, the rela-
tive diffusion coefficients are calculated as the sum of DY
and Dy ipay [EQ- (7)]. For its present use in Equation (6),
the rough approximation of the self-diffusion coefficient
Diaiapan Of [Gd(dpaa)(D,0);] by an experimental mean
value for the complexes of this type is sufficiently accurate.
Indeed, given the reported self-diffusion coefficients of
CH;0OD and HOD, the typical absolute uncertainty of
£0.08x107° cm®s™" of Dy g giVes a negligible relative
uncertainty of less than 2% for the ratio Digqupaay
Dy Gagpaa) appearing in Equation (6). In procedure 3, the rel-
ative diffusion coefficients D, Gqipaa) 80d D\yGagipan) aT€ €Sti-
mated from the measured relaxivities without additional ex-
perimental work: First, the relative diffusion coefficient
D Gagapan) is obtained from the values of r5(co)=(1/T,—
1/T,()/[Gd(dpaa)] and rmlx_m/Gd (pay 21ven by Equation (4) by
using Equation (8) [which is equivalent to Eq. (22) in the
Theory Section]:

Ap/TTV; 23
D, jGagdtpaay = m
i 1,m

mix,m

(®)

where the proton resonance frequency is v,=200x 10° Hz.
The m/[Gd(dpaa)(D,0);] relative diffusion coefficient is
D Gy =1.55x 1077 ecm’s ™. As discussed below, this value
leads to a reasonable estimate of DGd(dlpaa>, so it is retained
to calculate the mixed OS relaxivity of the HOD protons
from Equation (6). Second, the w/Gd(dpaa) relative diffu-
sion coefficient is obtained from Equation (9):

Dy Ga(atpan) = DmjGatdmpan) + Dy—Dhy 9)
where D, Gapa=2-27x107° ecm’s™". Finally, according to
the previous subsection the collision diameters of the m/Gd-
(dpaa) and w/Gd(dpaa) pairs estimated from compact mo-
lecular models are by G =0-1 and by Gacapay = - A. The
mixed OS relaxivity (ry (00)=2.84s™' mm™") of the HOD
protons is now readily computed from Equation (6). Again,
it should be emphasised that errors in the estimates of the
radius and self-diffusion coefficients of a Gd-L complex
cancel out to a large extent in the ratios bm/GdL/bw,GdL and
D, Gai/Dwcar, SO that the determination of rmlxw from rmlxm
should be accurate.
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Though it is not necessary for the present analysis, the
self-diffusion coefficient Dy ipe Of [Gd(dpaa)(H,0);] can
be readily estimated from the relaxivity measurements as
follows: From the use of the retained value D,y Gqipaa)=
1.55x107° cm*s™' of the m/Gd(dpaa) relative diffusion coef-
ficient, ~we  have  Diyupan = Pvcdipas =Dy =042 %
107° cm*s™". This result is in satisfactory agreement with the
value (0.36+0.08)x 107> cm?s™! previously derived from the
self-diffusion coefficients in solutions of gadolinium com-
plexes of sizes similar to that of the studied complex in light
water.*) However, note that the D gqips value was calcu-
lated from the difference r,;,(c0)—r;, which has a large per-
centage error, because ry,(c0) and r; have near values, as
the D.yGaapaay Value is rather large and the v; value is rather
small. Then, the accuracy of the Dgypaa) Value is not better
than 30%. An improved accuracy could be obtained either
from a relaxation study at a higher frequency or by replac-
ing CH;O0D with another probe solute, such as tert-buta-
nol(OD) of slower self-diffusion.

Step 3 is an application of Equation (22) to the determina-
tion of the OS relaxivities of the HOD protons. In this case,
Equations (22a and b) can be rewritten as Equations (10a
and b):

r?\i = rgs(,w(oo)_(/lD/Di//zGd dtpd)) VIV (108‘)

OS_7 0S

rZ,w - 6 rmix,w( ) (1 Ob)

(’1D /Dw/Gd (dtpa) )\/ TV

The relaxivities r5=2.53 and r$5=3.16s"'mm "' of the
HOD protons are calculated from the previous determina-
tions of the mixed relaxivity r% (c0)=2.84s'mm~' and
the relative diffusion D yGacdipany = 2.27 %
107 cm?s™".

In step 4, the experimental IS relaxivities are obtained
from the measured relaxation times 7T,, T, T), and T,, of
the HOD protons by using Equations (11) [which is equiva-
lent to Equation (17)]:

mix,w

coefficient

rS, = rlyw—r?wS (11a)
Py = rz)WfrZO‘WS (11b)

The values ri3,=9.40 and 3, =11.12s" ' mm ™' stem readily
from Equation (11).

Finally, step 5 is the evaluation of the geometric and dy-
namic factors that are at the origin of the water-proton
high-field relaxivity and have not yet been determined. To
begin with, consider the IS relaxivity values of the HOD
proton, which are well reproduced to within a few percent
by their theoretical counterparts derived from the standard
Equations (18)-(20), with a rotational correlation time
TR Gd(dipaa) = 103 ps, a coordination lifetime Ty Gq(aipaa) = 0.1 pS
and a number of coordinated water molecules ggypaay=3, in
agreement with the value measured independently by lumi-
nescence studies for the europium centre in terbium com-
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plexes. The theoretical results are summarised in Table 6.
Note that the uncertainty of the rotational correlation time
can be mainly ascribed to that of the probable value®! r,;=
3.1 A of the Gd-proton distance. It is also useful to estimate
the precision of the method for evaluating the lifetime 7, in
the case of [Gd(dpaa)(H,0);], which is particularly unfav-
ourable because 71y, is significantly shorter than
Tim=To225 ps, so that its variation weakly affects the r}®
and r!® theoretical values given by Equation (18). The exper-
imental precision of T; is typically 0.5-1 % and that of 7, or
Ty, is 1-1.5%. Simple inspection of the equations that lead
to the estimates of the +* and r%* values shows that their cu-
mulative errors are about 2 and 3%, respectively. The
Ty values inserted in Equation (18), which give theoretical
relaxivities r° and r}® compatible with their experimental
counterparts to within the previous percentage errors of 2
and 3%, lie in the range 0=~7y=~0.23 ps, namely, 7,,=20.1+
0.1 ps. Thus, the exchange (ex) rate k. =1/ty of the coordi-
nated water molecules is at least rather fast. The value 7=
0.23 ps seems an upper limit beyond which the theoretical
predictions do not agree with the experimental values of ri®
and ry. On the other hand, a very short coordination life-
time down to 7y=0.01 us should not be completely ruled
out, even if the range of 7y values 0.05~7y=0.15 ps, for
which the theoretical relaxivities 7i5 and 7* are equal to the
experimental values given in Table 6 to within 1 and 1.5%,
respectively, is more reasonable. It is worth noting that a
preliminary interpretation of ’O NMR spectroscopic meas-
urements in light water® leads to a 7y value shorter than
0.1 ps, in agreement with the present discussion. In further
work, the accuracy of the present route to 7, determination
will be compared to the accuracy of the well-established
O NMR spectroscopic method®*>”! for several Gd™ com-
plexes.

The longitudinal water proton relaxivity r,(H,0)=
9.62s7' mm™' that arises from the tris(aquo) complex [Gd-
(dpaa)(H,0);] in H,O can be estimated by dividing the D,O
value reported in Table 6 by the viscosity ratio #(D,0)/n-
(H,0)=1.24. It is approximately 2.5 times higher than that
of most of the currently used commercial contrast agents.
This high relaxivity is associated with the presence of three
IS water molecules. A lower relaxivity (r,=7.15s" ' mm ' at
20 MHz and 313 K) was measured for the tris(aquo) com-
plex [Gd(edta)]” in H,O.® The relaxivity as a result of the
[Gd(dpaa)(D,0);] complex is constant between pD=5.5
and 7.7 (r211.8s'mm! in D,O at 200 MHz), whereas a
lower value of 729.30s'mmM™' is measured at a basic
pD value (11.6), in agreement with the presence of hydroxo
species at this pD value with only two Gd"™-bound water
molecules.

The analysis of the relaxivities for the [Gd(dpaa),(D,0)]*~
complex, also denoted by Gd(dpaa),, is similar to that car-
ried out for [Gd(dpaa)(D,0);]. In addition, two simplifying
hypotheses are made: 1) The volume of Gd(dpaa), is twice
that of Gd(dpaa), so that the radius of Gd(dpaa), is 5.1 A,
as mentioned previously. 2) The standard Stokes-Einstein
laws of translational and rotational diffusion of large species
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are valid so that the self-diffusion coefficient D‘Gd@paa)z:

0.33x107° cm?s™! of Gd(dpaa), is that of Gd(dpaa) divided
by 2'” and its rotational correlation time Tg Ga(apas), =206 ps
is twice that of Gd(dpaa). The experimental mixed OS re-
laxivity Q3 =3.12 of the CH;OD protons is derived from
the measured relaxation times with the help of Equa-
tion (23) or (4) adapted for Gd(dpaa),. The relaxivities r{s,
rom Or 15 obtained from the definition given by Equation
(15) satisfy Equation (22) with the mixed relaxivity and the
relative diffusion coefficient of the pair to within the experi-
mental errors. Then, the experimental mixed OS relaxivity
ros . of the HOD proton is obtained by applying Equa-
tion (6) adapted for Gd(dpaa),. The OS relaxivities ry and
ryy of the HOD protons are given by Equation (22) or (10)
adapted for Gd(dpaa),. The total relaxivities r,,, and r,,, are
obtained from their definition given by Equation (15). The
IS relaxivities r{, and ry, follow from Equations (17) or
(11). They can be interpreted by the standard IS relaxation
model of Equations (18)—(20) with g Gwipas), =206 ps, a co-
ordination lifetime of Ty Gyipas),=0-45 Bs and a number of
coordinated water molecules ggqpaa),=1. This number of
water molecules is in agreement with the value measured by
luminescence for the terbium complex (Table 6). The coor-
dination lifetime 7y,=0.1 pus is reasonable for [Gd(dpaa)-
(H,0);] as a ligand-like dpaa®~ allows rather large free
access of the Gd"™ ion to the water molecules. When the
Gd™ centre in [Gd(dpaa),(H,O)]>" is complexed by two li-
gands, there is less free access and the 7y, value increases to
0.45 ps.

The rotational correlation times derived from the previ-
ous analysis are for the complexes in D,0. Their counter-
parts in H,O should be shorter by the factor #(D,0)/5n-
(H,O)=1.24. They are expected to be 83 and 166 ps for
[Gd(dpaa)(H,0);] and [Gd(dpaa),(H,0)]*", which are typi-
cal values for complexes of these sizes.”>*! Finally, the de-
termination of the OS relaxivities is model independent. In
particular, it is applicable to Gd-L complexes that have ani-
sotropic shapes and/or off-centre positions of the Gd™
centre, and for which the standard Ayant-Belorizky—
Hwang-Freed (ABHF) OS relaxation model,’®*®!l which in-
volves two spins located at the centres of diffusing hard
spheres, becomes questionable.

Interactions of [Gd(dpaa)(D,0);] with oxyanions: The quite
high relaxivity observed for these complexes prompted us to
investigate the effect of physiological anions on the relaxivi-
ty of [Gd(dpaa)(D,0);] to evaluate the behaviour in vivo
and the potential for application.

Physiological anions can displace the ligand, thus resulting
in insoluble adducts and toxicity,®” or they can replace the
water molecules coordinated to the gadolinium centre to
form ternary adducts and therefore decrease the contrast ef-
ficiency of the complex. It has been observed previously
that the presence of phosphate species dramatically decreas-
es the relaxivity of gadolinium complexes of hexadentate
texaphyrins from 17 to 5s™'mm % In the do3a®" deriva-
tives, both IS water molecules are replaced by bidentate
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anions, such as malonate and lactate species, whereas only
one water molecule is displaced by a carbonate or phos-
phate moiety.[14:63-64

The introduction of carboxylate groups on the do3a®"
ligand prevents anion and protein binding,'”! whereas the
relaxivity of the bis(aquo) gadolinium complexes of a tripo-
dal hydroxypyridone-based ligand is decreased significantly
by only two physiological anions, phosphate and oxalate, the
other anions, including citrate, have negligible effects.?” It is
evident from these data that anion binding is very sensitive
to the charge of the complex and minor variations in the
ligand structure and geometry.'!! However, there is still a
lack of clear understanding of the dependency of anion
binding from the structural properties.

The three metal-bound water molecules in the [Gd(dpaa)-
(D,0);] complex can be partially or totally replaced by oxy-
anions, which coordinate to the Gd™ centre to form ternary
complexes with [Gd(dpaa)(H,O);]. As the IS contribution
to the relaxivity is proportional to the mean number § of
metal-bound water molecules, the drop in the measured re-
laxivity, when adding an oxyanion, is directly proportional
to the number of replaced water molecules and can be used
to study the coordination of the metal centre by the oxyan-
ion. The interaction of several physiological anions with
[Gd(dpaa)(D,0);] was studied by relaxometric analysis to
investigate the influence of the ligand geometry on the for-
mation of ternary adducts. The values of relaxivity measured
for the neutral complex [Gd(dpaa)(D,0);] in presence of a
200-fold excess of six different physiological anions are re-
ported in Table 7.

Table 7. Longitudinal relaxivity r, and relaxivity difference Ar;=rpou
anion—"1with anion 10T [Gd(dpaa)(H,0);] in the presence of 200 equivalents of
various physiological anions.”!

Anion 7 [smm Ary [s'mm]
- 11.64 -

acetate 9.19 —2.45

lactate 8.24 —34
biphosphate 7.75 —3.89
bicarbonate 6.30 —5.34
oxalate 6.15 —5.49

citrate 2.87 -8.77

[a] Experimental conditions: 200 MHz, D,O, pD~7.4, [Gd(dpaa)]
~3 mwM, [physiological anions]~ 600 mM.

The relaxivity decreases significantly for all anions, thus
indicating that anion binding occurs. The observed values
can be roughly interpreted as follows, with the help of the
relaxivity analysis of the free [Gd(dpaa)(D,0);] complex
presented previously. The experimental OS relaxivity is
roy=253s"'mm" for the HOD proton, and the IS contri-
bution per coordinated water molecule is /3=
313s'mm . As the oxyanions that replace the metal-
bound water molecules are small species with respect to the
Gd(dpaa) complex, both the OS and IS dynamics of the ter-
nary complexes should be similar to those of the free com-
plex. Then, the predicted relaxivity for ternary complexes
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with ¢® ((b) =bound) metal-bound water molecules should
be approximately r*(g®™)=2.53+¢"x3.13 s  mm~!, that
is, 2.5, 5.7 and 8.8 s ' mm~! for ¢™ =0, 1 and 2, respectively.
This suggests that all the three metal-bound water molecules
of [Gd(dpaa)(D,0);] are replaced by citrate, two of them by
bicarbonate and oxalate, and only one by acetate, biphos-
phate and lactate in the presence of a 200-fold excess of
anions with respect to the free complex. Even under these
conditions that are favourable to the formation of adducts
with oxyanions, the mean relaxivity remains higher than
those of most of the currently used commercial contrast
agents except for the citrate. However, the measured relax-
ivity 7,=7.9 s mm™! in a solution containing equimolar con-
centrations of [Gd(dpaa)(H,0);] and citrate is still high.

The formation constant K4, of a ternary adduct with an
oxyanion can be derived from the variation of the mean re-
laxivity of the HOD proton versus the oxyanion concentra-
tion by using Equation (33) (see the Theory Section). The
relaxivity 7, was measured at different concentrations of the
citrate and bicarbonate anions (see the Supporting Informa-
tion), which are present in the blood plasma at concentra-
tions®! (0.06-0.16 and 22-28 mwm for citrate and bicarbonate,
respectively) comparable to that of a contrast agent distrib-
uted in the extra-cellular fluid after administration of a stan-
dard dose of 0.1 mmolkg™! body weight.®! The fitting of the
relaxivity data reported in the Supporting Information pro-
vides satisfactory adduct relaxivities and formation constants
(r"=27s"mm ", log K ,gque=3.7 for citrate at pD=7.6 and
r=535s"mm ", logK,gqq=1.8 for bicarbonate at pD=
7.4).

Thus, the high relaxivity of the gadolinium complex of
this tripodal tris(picolinate) ligand is only partially de-
creased by most of the physiological anions in spite of the
neutral charge of the complex. Analogous ligands that lead
to negatively charged complexes should lead to improved
stability and lower affinity for physiological anions. Studies
in this direction are in progress. A comparison with the re-
sults reported for the interaction with physiological anions
for the tripodal hopo derivatives tren-bis-hopo-tam li-
gands® 7 reveals an increased interaction with some phys-
iological anions. This behaviour could be explained by the
higher number of IS water molecules that result in higher
accessibility of the coordination sites for anion binding or by
an overall different geometry in solution. The investigation
of anion binding by bis(aquo) or tris(aquo) gadolinium com-
plexes with picolinate ligands with different architectures
should give more insight into the relation between ligand
geometry and the displacement by physiological anions of
water molecules bound to gadolinium.

Interactions of [Gd(dpaa)(H,0);] with bovine serum albu-
min (BSA): For most of the clinical imaging fields, which
range from 0.5 to 1.5 T, it is well known that slowing down
the Brownian rotation of a Gd-L complex by covalent or
noncovalent interactions with a macromolecular solute is an
efficient way to increase the IS contribution to the relaxivity
provided that the residence time 7y of a metal-bound water
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molecule is on the order of 0.1 us or shorter.*! In the case
of blood-pool contrast agents, this process can be achieved
by noncovalent binding of mono(aquo)-gadolinium com-
plexes to the abundant plasma protein, serum albumin.[®7
Unfortunately, the side-chain carboxylate groups of the pro-
teins, such as serum albumin, may cause a partial or total
displacement of the coordinated water molecules of the bis-
and tris(aquo) complexes, thus suppressing the relaxivity en-
hancement benefit as a result of the high number of these
water molecules in the free complex.” %% The presence
of hydrophobic pyridine groups on the dpaa ligand incited
us to explore whether [Gd(dpaa)(H,O);] binds to a plasma
albumin, such as BSA, of molecular weight Mgg,=
66400 Da, and if the final adduct retains the IS water mole-
cules of the free complex upon binding. To investigate the
interaction of the protein with the [Gd(dpaa)(H,0);] com-
plex and, in particular, its effect on the coordination envi-
ronment of the gadolinium centre, we performed lumines-
cence studies in the presence of BSA™ and measured the
water-proton longitudinal and transverse relaxivities in solu-
tions of the gadolinium complex containing increasing BSA
concentrations at 298 K and a proton resonance frequency
of 60 MHz that correspond approximately to the imaging
field of 1.5 T.

The observed luminescence lifetimes of the Tb(°D,) (ty,0
t=1.04(3) ms and 7p,,=1.63(2) ms) levels for a solution of
[Tb(dpaa)] (4 mm) with BSA (12% w/v) are in agreement
with the presence of a mean number §=1.5440.2 of metal-
bound water molecules. The decrease in the observed
number of metal-bound water molecules from ¢®=3.1+0.2
in the absence of BSA to §=1.54+0.2 in presence of this
protein requires the existence of BSA binding sites, for
which the number of water molecules coordinated to the
Gd™ centre is decreased to 1 or 0 [according to Eq. (32) of
the Theory section]. Assuming that all the ngs, BSA binding
sites of [Gd(dpaa)(H,0);] are equivalent, the number of
water molecules coordinated to the Gd'™ centre, when the
complex is bound to BSA, has to be ¢®=ggso=1 or 0.
First, consider the situation ggga =1, which would imply the
coordination of the protein side-chain carboxylate groups to
the gadolinium centre in a bi- or monodentate fashion.!'”)
The number ngg, of binding sites and the association con-
stant k per site are unknown and will now be inferred from
r; and r, measurements in solutions of [Gd(dpaa)(H,0);] of
various BSA concentrations. The compositions of the stud-
ied solutions and relaxivity values are reported in the Sup-
porting Information. The theoretical expressions given by
Equation (33) of the mean relaxivities 7, and 7,, derived in
the Theory section, with the equilibrium concentration [C],,
of the free complex given by Equation (31), were fitted to
their experimental counterparts. The theoretical mean relax-
ivities 7; and 7, are displayed in Figure 6 for selected values
of ngga=2, 4, 10 and 20 and associated formation constants
per site k=1300, 360, 110 and 50 Lmol !, which are compat-
ible with the experimental value of §. The agreement with
experiment improves significantly with an increasing
number of binding sites and reaches a plateau for ngg, > 10,
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Figure 6. Longitudinal and transverse relaxivities r; and r, of the H,O
protons at 60 MHz as a result of the complex [Gd(dpaa)(H,0);] as a
function of the concentration of BSA at 298 K. The mean relaxivities 7,
and 7, given by Equation (33) are represented by continuous (top: n=2
and 4, bottom: n=10 and 20) and dashed curves (from the top: n=2 and
4; overlapping curves: n=10 and 20) respectively. These values tend to
the experimental values as the number of BSA binding sites » increases.

in which case the association constant k is on the order of
100 or smaller, in accordance with the formation constants
of the Gd(dpaa) adducts with mono- and bidentate oxyan-
ions. It should be emphasised that the limiting relaxivities
r=rpsa=132 and r=rpsx=228s"'mm ' at 60 MHz
of the bound Gd(dpaa) complex used in the fitting proce-
dure were not adjusted. These values were simply taken to
be the sums of the OS values for the free [Gd(dpaa)(H,0)]
complex in H,O derived from experiment as shown previ-
ously and of the IS values obtained from the SBM Equa-
tions (18)—(20) with 7z =9.3 ns and 7,,=0.8 ps. As suggested
by Bertini et al.,[™ the rotational correlation time was ob-
tained from the standard equation g =#7Mpysa/(dRT), where
n is the H,O viscosity and d=1gem ™ the density of BSA.
Its value is similar to those proposed by Caravan et al.””!
The coordination lifetime 7y, was the only fitted parameter
in addition to the number of binding sites. This lifetime has
a reasonable value, longer than that of [Gd(dpaa)(H,O);]
because of the binding site of BSA and is similar to that of
[Gd(dpaa),(H,0)]>". To be complete it should be pointed
out that the effects of the electronic spin longitudinal relaxa-
tion of the Gd™ ion on the r s and r,psa values may not
be completely negligible at 60 MHz, even though it is due to
the sole fluctuations of the so-called transient zero-field
splitting (ZFS) Hamiltonian.["®

Indeed, assuming that the transient ZFS Hamiltonian of
[Gd(dpaa),(H,0)]’" has the typical parameters of the [Gd-
(dota)(H,0)]~ complex, the longitudinal electronic relaxa-
tion time T, is only slightly longer than the rotational corre-
lation time of BSA, and thus will modify the relaxivities
ripsa and rypsy of the bound Gd(dpaa) complex. We
checked that such a modification does not significantly alter
the conclusion of the present BSA study. A more precise
theory would require not only a reliable characterisation of
the transient ZFS Hamiltonian, but also a description of the
OS relaxivities, thus accounting for the location of the
bound complexes at the BSA surface. This investigation is
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far beyond the purpose of this study. Also note that because
of the mass-action laws the concentration of bound Gd-
(dpaa) is larger for a number of 2ngzg, binding sites of asso-
ciation constant k/2 than for ngg, binding sites of the associ-
ation constant k. To sum up, to interpret the luminescence
and relaxivity data in the case of ggsp =1, it was possible to
build a simple binding model of Gd(dpaa) and BSA depend-
ing on structural and dynamic parameters, which were de-
rived from simple physical considerations or obtained by el-
ementary mathematical treatment without multiparameter
fitting.

Turn to the second situation of ggs, =0, which is compati-
ble with the experimental average number of metal-bound
water molecules §=1.54+£0.2. A purely OS relaxation
mechanism leads to theoretical relaxivities that are much
smaller than the values measured in the presence of BSA.
Therefore, a second-sphere (2S) relaxation mechanism!-%¢7")
has to be invoked. The coordination lifetime 7, to be fitted
in the case of ggspa =1 is replaced by its counterpart 7'y, for
2S water molecules, the number ¢’ and the distances 'y to
the Gd"" centre, which are unknown and have also to be
fitted. The longitudinal and transverse 2S relaxivities riSBS "
and r3%, are given by”! Equation (12):

Pq/
28 __
ry = T’aM +_L./M (12)

where the intramolecular relaxation rates 1/T;,/ and 1/,

are expressed in terms of the 2S spectral density j23(fw) as

Equations (13a and b)

/Ty = Aj(io) (13a)

1/Ty=A %'250 s 13b
/T = 3]2(:( )+ 2]2c(1w1) (13b)

At high field, the spectral density 35

in Equation (14):

(tw) is of the form given

1 7/, . _
A1+ 0 W A * Ty (14)

ji(w = iw)

Equations (12)-(14) are formally identical to Equa-
tions (18)—(20), which describe the IS relaxivities, but the
correlation time 7, of the 2S relaxation mechanism is much
shorter than the correlation time 7z of the IS relaxation
mechanism. Indeed, the residence lifetime ), is expected to
bel™ less than 100 ps so that it is much shorter than 7y and
7' .21’y < 1. The consequence for the values of the 2S relax-
ivities 7%, and 135, of the bound complex is that 13}, ex-
ceeds riSBS A by less than 15%. This difference is transferred
to the total relaxivities 7, gso and 7,54 of the bound complex
so that r,gs €xceeds 1 gga only by a similarly small percent-
age. This theoretical property is incompatible with the ex-
perimental relaxivity values as, for example, the 75 value is
about 60% larger than the r{* value at the highest BSA
concentration! Briefly, the observed variation in relaxivities
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with BSA concentration cannot be explained by the stan-
dard model of 2S relaxivity with a reasonable residence life-
time 7y, of the 2S water molecules.

According to these results the [Gd(dpaa)(H,0);] complex
interacts with several equivalent sites of serum albumin with
a binding constant similar to that found for the interaction
of the complex with bidentate anions. This behaviour leads
to the displacement of only two coordinated water mole-
cules and to an overall increase of the final relaxivity of the
gadolinium complex in the presence of serum albumin.

Finally it is worth discussing the limits of the previous
analysis of the relaxivity observed for [Gd(dpaa)(H,0);] in
the presence of BSA. From the above interpretation, it is
clear that the interaction of this complex with BSA is quite
complicated so that the various measured relaxometric
properties are not sufficient, even for a preliminary investi-
gation. For example, it would have been tempting to inter-
pret the measured relaxivity values in terms of a high relax-
ivity of the complex bound to a single site of albumin with a
low binding constant. However, this interpretation is not
compatible with the measured number of coordinated water
molecules by luminescence lifetime studies, and the inter-
pretation of both experimental data requires the introduc-
tion of several binding sites with a higher affinity constant.
The previous analysis also indicates that the combination of
the relaxometric and spectrofluorimetric properties is still
insufficient to discriminate between 4-20 binding sites. For
that purpose, the isolation and characterisation of the albu-
min-bound species is needed.”” Finally, a more precise de-
scription beyond the rough model presented herein would
require measurement of the water-exchange rate. Studies in
that direction are in progress.

Conclusion

The new hexadentate picolinate ligand dpaa® forms a tris-
(aquo) gadolinium complex with high water solubility, rea-
sonable stability at physiological pH and fairly high relaxivi-
ty at high field. At a pH value higher than 8, the formation
of soluble hydroxo complexes is accompanied by a decrease
in the relaxivity. The hydroxo and the aquo complexes self-
assemble in the solid state through the formation of carbox-
ylate bridges between different gadolinium centres and be-
tween gadolinium centres and sodium cations to build a rare
1D coordination polymer of square-shaped tetrameric units.
A new versatile method to unravel the geometric and dy-
namic molecular factors that explain the high-field relaxivi-
ties has been developed. This method uses a small, un-
charged non-coordinating probe solute, the OS relaxivity of
which mimics that of the water proton; furthermore, only
routine NMR spectrometric and simple mathematical analy-
sis is required. In particular, numerical multiparameter fit-
ting sometimes based on physically questionable assump-
tions is not needed.

The tris(aquo) complex interacts strongly with physiologi-
cal anions, and the formation of ternary complexes is accom-

Chem. Eur. J. 2007, 13, 8489 —8506


www.chemeurj.org

Picolinate-Based Tris(aquo) Gadolinium Complexes

panied by a significant decrease in the relaxivity value. Nev-
ertheless, the relaxivity of the ternary complex remains high
in most cases, and low relaxivity values are only observed in
the presence of a 200-fold excess of citrate. The selective in-
teraction with biological dianions, which leads to significant
variation of the relaxivity, is of particular interest because of
the potential application in monitoring the concentration of
metabolites in clinical examinations. The affinity of this ga-
dolinium complex for biological anions and the observed
changes in relaxivity upon anion binding are strongly depen-
dent on the anion structure and differ significantly from the
observations of other tris- and bis(aquo) complexes previ-
ously reported. The interaction of the tris(aquo) complex
with the protein bovine serum albumin displaces only two of
the three coordinated water molecules so that the exchange-
able remaining water molecule can still yield a small relaxiv-
ity enhancement as the protein concentration increases. All
these results show the importance of structural variation on
the formation of ternary complexes and the need for more
systematic studies. The objective is to control ternary com-
plex formation by ligand design either to prevent it or to
favour selective interaction.

Experimental Section

General: 'H NMR spectra were recorded at 400 MHz on a Varian Unity
400 spectrometer and at 200 MHz on an Avance DMX 200 Brucker spec-
trometer. Chemical shifts are reported in ppm with the solvent as the in-
ternal reference. Mass spectra were obtained with a Finnigan LCQ-ion
trap equipped with an electrospray source. Elemental analyses were per-
formed by the Service Central d'Analyse (Vernaison, France).

Solvents and starting materials were obtained from Aldrich, Fluka, Acros
and Alfa and used without further purification. Anhydrous acetonitrile
was purchased from Aldrich and used without further purification. 6-
Chloromethylpyridine-2-carboxylic acid ethyl ester was obtained from
the commercially available 2,6-dipicolinic acid according to a published
procedure.” BSA fraction V (99 %) was purchased from Aldrich.
Synthesis of the ligand H;dpaa
N,N'-Bis[(6-carbethoxypyridin-2-yl)methyl]glycyl ethyl ester: 6-Chloro-
methylpyridine-2-carboxylic acid ethyl ester (0.582 g, 2.93 mmol), K,CO;
(0.618 g, 4.37 mmol) and KI (0.488 g, 2.91 mmol) were successively added
to a solution of glycine ethyl ester hydrochloride (0.169 g, 1.21 mmol) in
anhydrous acetonitrile (20 mL). The reaction mixture was stirred at room
temperature for 1 h and then heated at 60°C for 2 days. After filtration
and evaporation of the solvent, the resulting crude product was dissolved
into CHCl; (100 mL) and washed with a semi-saturated solution of
NaHCO;. After extraction of the aqueous layer with CHCl; (2 x50 mL),
the organic layer was dried over Na,SO,, filtered and evaporated to dry-
ness. Further purification of the crude product by column chromatogra-
phy on alumina activity III (75 mL; CH,CL/EtOH 100:1—95:5) yielded
the desired product as a yellow solid (0.301g, 58%). 'HNMR
(200 MHz,CDCl;, 298 K): 6=1.26 (t, J=7.2 Hz, 3H, COOCH,CHj;), 1.43
(t, J=72Hz, 6H, pyCOOCH,CHj;), 3.47 (s, 2H, CH,COOEt), 4.08 (s,
4H, CH,py), 4.16 (q, J=7.2Hz, 2H, COOCH,CH;), 446 (q, 4H, J=
7.2 Hz, pyCOOCH,CH;), 7.83 (m, 4H, CH), 8.01 (t, /=4.8Hz, 2H,
CH) ppm; ES-MS: m/z (%): 452.3 (100) [M+Na]*, 430.3 (15) [M+H]*.
N.N'-Bis[ (6-carboxypyridin-2-yl)methyl]glycine (H;dpaa): The synthetic
strategy used for the formation of Hjdpaa is shown in Scheme 2. N,N'-
Bis[(6-carbethoxypyridin-2-yl)methyl]glycyl ~ ethyl  ester  (0.270 g,
0.63 mmol) was heated to reflux overnight in a 6M HCI aqueous solution
(40 mL). After evaporation of the solvent (~3 mL) and cooling the re-
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sulting solution at 4°C overnight, a white solid was formed by precipita-
tion and collected by filtration, washed with Et,O and dried under
vacuum to vyield Hydpaa-1HCI-0.1H,O (0.142g, 65%). 'HNMR
(400 MHz, D0, 298 K, pD=4.7): 6=3.94 (s, 2H, H,), 4.60 (s, 4H, H,),
7.43 (d, J=7.6Hz, 2H, H;), 7.76 (d, /J=7.6 Hz, 2H, Hy), 7.76 (t, J=
7.6 Hz, 2H, H,) ppm; ES-MS: m/z (%): 346.1 (100) [M+H]*; elemental
analysis (%) caled for C,;H;sN;O0,1HCI-0.1H,0: C 50.10, H 4.26, N
10.96; found: C 50.15, H 4.31, N 10.91; the salt content was confirmed by
potentiometric titration.

Synthesis of the lanthanides complexes

[Gd(dpaa)(H,0);] (1): A solution of GdCl;-6 H,O (0.17 mmol) in Milli-Q
(mQ) ultrapure water (1 mL) was added to a solution of Hidpaa
(0.17 mmol) in water (2 mL). The pH value of the resulting mixture was
adjusted to pH~6 by adding an aqueous solution of NaOH (1m). After
evaporation of water, the resulting solid was suspended in ethanol
(20 mL). The resulting suspension was stored at 4 °C overnight, and NaCl
was eliminated by filtration. This operation was repeated several times
until most of the salts had been eliminated. The resulting solution was
taken to dryness and dissolved in mQ water (0.7 mL). Slow diffusion of
acetonitrile (=5 mL) at 4°C yielded the [Gd(dpaa)(H,0);] complex as a
white microcrystalline solid (65%). ES-MS: m/z (%): 771.9 (30) [[{Gd-
(dpaa)};]+2Na]**, 1022.0 (100) [[{Gd(dpaa)},]+2Na]**, 1271.7 (30)
[[{Gd(dpaa)}s]+2Na]**, 1520.9 (30) [[{Gd(dpaa)};]+Na]*; elemental
analysis (%) calcd for [Gd(dpaa)]-0.8NaCl-5.8H,0-0.2 EtOH: C 29.85, H
3.79, N 6.37, Gd 23.83; found: C 29.96, H 3.79, N 6.39, Gd 23.53.
[IGd(dpaa) (H,0) ,{[ Gd(dpaa) (H,0)(OH) |Na-
(H,0),},},Na(OH)(H,0);CH;0H-6 H,0]* (3): Obtained as crystals by
slow evaporation of an ~107*m solution of 1 after adjustment of the
pH value to 8.

[Lu(dpaa)(H,0),] (2): A solution of LuCl;:6H,0 (0.048 mmol) in mQ
water (1 mL) was added to a solution of Hi;dpaa (0.048 mmol) in water
(2 mL). The pH value of the resulting mixture was adjusted (pH 5.27) by
adding an aqueous solution of KOH (1M). The solution was evaporated
to approximately 1 mL and stored at 4°C. After a few days, white crystals
formed. KCI was eliminated by washing with small aliquots of cold mQ
water. The solid was dried to yield the [Lu(dpaa)(H,0),] complex as a
white microcrystalline solid (82 %). Crystals suitable for X-ray diffraction
were obtained by slow evaporation of a concentrated solution of the
complex in water. Elemental analysis (%) caled for [Lu-
(dpaa)]-0.7KCI'1.0H,0-0.8 EtOH: C 33.87, H 3.04, N 6.73; found: C
33.99, H 3.02, N 6.59.

The samples of the Ln(dpaa) (Ln=Lu, La, Eu) complexes for the NMR
measurements were prepared by dissolving equimolar amounts of the
ligand and the hydrate [Ln(OTf);] in D,O followed by adjustment of the
pD value with solutions of NaOD in D,0. Concentrations in the range of
2x107-5x107*m were used. The pH values given are corrected for deu-
terium isotope effects.™

[La(dpaa)(H,0),]: 'HNMR (D,0, 400 MHz, 298 K, pD 8.1): 6=3.62 (s,
2H, H1), 413 (d, J=16 Hz, 2H, H2a/H2b), 4.26 (d, /=16 Hz, 2H, H2a/
H2b), 7.61 (d, /=8 Hz, 2H, H3), 7.93 (d, /=8 Hz, 2H, HY), 8.03 ppm (t,
J=8 Hz, 2H, H4).

[Lu(dpaa)(H,0),]: 'H NMR (D,0, 400 MHz, 298 K, pD 6.7): 6=3.85 (s,
2H, H1), 0,=4.46, 65=4.52 (dd, J,5=15.4 Hz, 4H, H2a+H2b), 7.83 (d,
J=17.6 Hz, 2H, H3), 8.10 (d, J=7.6 Hz, 2H, H5), 8.25 ppm (d, J=7.6 Hz,
2H, H4).
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[Eu(dpaa)(H,0);]: '"HNMR (D,0, 400 MHz, 298 K, pD 7.9): 6=-2.78
(s, 2H, H1), 3.25 (s, 2H, H3/HS5), 3.87 (s, 2H, H2a/H2b), 6.64 (s, 2H,
H4), 7.50 (s, 2H, H3/H5), 10.76 ppm (s, 2H, H2a/H2b).

A 2D-COSY experiment performed at 298 K allowed the differentiation
between the protons of the pyridine ring: cross peaks between H4/H2
and H4/H5 were observed.

Potentiometric titrations: Ligand-protonation and metal-ion stability con-
stants with Hydpaa were determined by potentiometric titrations. Solu-
tions of Gd"™ and Tb™ were prepared by dissolving the appropriate
amounts of GdCl;-6 H,0O and TbCl;-6 H,O (Aldrich) in water. The exact
concentration of Ln** ions was determined by colourimetric titration in
acetate buffer (pH 4.5) by using standardised H,Na,edta solutions (Al-
drich) and xylenol orange as the indicators. Aliquots of 20-mL solutions
of Hydpaa (7.5-107*m) alone, acidified (pH~2.7) 1:1 Gd/ligand mixtures
([L]=4.3-10"*m), acidified (pH~2.7) 1:2 Gd/ligand mixtures ([L]=
4.4107*M, [Gd]=2.2-10"*m), acidified (pH~2.5) 1:1 Tb/ligand mixtures
([L]=3.6-10"*m) and acidified (pH~2.7) 1:2 Tb/ligand mixtures ([L]=
1.8107*m, [Tb]=3.6-10"*M) were titrated in a thermostated cell (25.0+
0.1°C) under a stream of argon with a 0.1m KOH solution added by
means of a 5-mL piston burette (Metrohm). The ionic strength was fixed
with KCl (u=0.1m). Titrations were carried out with a Metrohm 751
GPD Titrino potentiometer equipped with a combined pH glass elec-
trode (Metrohm). Calibration of the electrode system was performed
prior to each measurement. The electromotive force is given by E=E°+
s pH and both E° and s were determined by titrating a known amount of
HCI with 0.1 KOH at x=0.1M (KCl) by using the acid range of the ti-
tration. The value used for the ion product of water is log K,,=13.77.181
More than 58 data points were collected for each experiment.

The data were mathematically treated by the program HYPER-
QUAD2000.52%! All values and errors represent the average of at least
three independent experiments.

X-ray crystallography: All the diffraction data were recorded on a
Bruker SMART CCD area detector three-circle diffractometer (Mo, ra-
diation, graphite monochromator, 1=0.71073 A). To prevent evaporation
of co-crystallised water molecules, the crystals were coated with light hy-
drocarbon oil and the data were collected at —50°C. The cell parameters
were obtained with intensities detected on three batches of 15 frames
with a 10-s exposure time for 3 and with all data collection for 2. The
crystal-detector distance was 5 cm. For three settings of &, 1271 narrow
data frames for 3 and 2 were collected for 0.3° increments in @ with an
exposure time for of 10 and 300 s for 3 and 2, respectively. At the end of
the data collection, the first 50 frames were recollected to establish that
crystal decay had not taken place during the collection. Unique intensi-
ties with 7>100(/) detected on all frames using the Bruker Saint pro-
gram®! were used to refine the values of the cell parameters. The sub-
stantial redundancy in the data allows empirical absorption corrections to
be applied using multiple measurements of equivalent reflections with
the SADABS Bruker program.® Space groups were determined from
systematic absences, and they were confirmed by the successful solution
of the structure (Table 1). Complete information on crystal data and data
collection parameters is given in the Supporting Information.

The structures were solved by direct methods using the SHELXTL 6.14
package!®! and for all the atoms of all the structures, including hydrogen
atoms from the ligand for 3, were found by difference Fourier syntheses.
All non-hydrogen atoms were anisotropically refined on F°. Hydrogen
atoms were refined isotropically. For 2, hydrogen atoms were included in
calculated positions. CCDC-631492 (2) and -631493 (3) contain the sup-
plementary crystallographic data for this paper. These data can be ob-
tained free of charge The Cambridge Crystallographic Data Centre via
www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif.

Spectroscopic measurements: Absorption spectra were recorded on Cary
50 Probe UV/visible spectrometer with Perkin—Elmer Luminescence
Cells with a path length of 1 cm. Luminescence lifetime measurements
were recorded on a Perkin-Elmer LS-50B spectrometer at 293 K (without
external temperature regulation). The luminescence lifetime 7, was mea-
sured by recording the decay at the maximum of the emission spectra.
The signals were analysed as single-exponential decays. The instrument
settings were: gate-time =10 ms, integration time=1s, flash count=5
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and proper slit widths were used for no saturation of the signal by using
a different delay time. Luminescence lifetimes are the average of three
independent experiments. Solutions of [Tb(dpaa)], [Eu(dpaa)], [Tb-
(dpaa),] and [Eu(dpaa),] for luminescence lifetime determination were
prepared in situ by mixing appropriate volumes of Ln" in mQ water or
in D,O (concentration was determined by titration with EDTA in acetate
buffer with xylenol orange indicator) and dpaa (in 0.1M Tris buffer
(pH 7.4) or in D,O (pH~7)). Solutions of [Tb(dpaa)] (10~°m) and [Eu-
(dpaa)] (107*m) with a 2% excess of dpaa were used. The luminescence
lifetime of [Eu(dpaa),] was determined by using a 10% excess of dpaa
([Eu]~4x10"*m, [dpaa]~8.8x10*m) and the luminescence lifetime of
[Tb(dpaa),] was determined by using a 110% excess of dpaa ([Tb]
~1.107m, [dpaa]~4.3x10°m). As a result of the different quenching ef-
ficiencies of the O—H and O—D oscillators, the measurement of the Ln'™
luminescence lifetimes 7 in solutions of H,O and D,O allows an accurate
estimation of the number of coordinated water molecules present in solu-
tion g by using the equation of Beeby and co-workers (g=A,(1/
tH,0—1/tD,0—0,,) with Ay, _5ms, Ap,_1.2ms, dp,_0.06 ms™' and ap, =
0.25 ms™),*! (a corrected version of the empirical equation of Horrocks
and Sudnick!™! that accounts for closely diffusing OH oscillators). Lumi-
nescence excitation and emission spectra were recorded on the same in-
strument (delay=0.05 ms, gate-time=10ms, cycle-time=200 ms, flash
count=1x10"°m) for solutions of [Tb(dpaa)], [Eu(dpaa)], [Tb(dpa)s]
and [Eu(dpa);] to obtain quantum yield measurements that were pre-
pared in situ by mixing appropriate volumes of Ln" in mQ water or in
deuterated water (concentration was determined by titration with EDTA
in acetate buffer with xylenol orange indicator) and dpaa (in 0.1Mm tris
buffer (pH 7.4) or in D,0 (pH 6.7-6.9 adjusted with NaOD)) or dpa (in
0.1Mm tris buffer (pH 7.4)). The quantum yields @ were calculated using
the equation @/®,=A.(¥)n>DJA(7)n>D,, where x is the sample, r
the reference, A the absorbance, 7 the excitation wavenumber, n the re-
fractive index and D the integrated emitted intensity. The tris(dipicoli-
nate) complexes [Eu(dpa);’"] (2 =13.5%, 7.5-10°m in Tris buffer 0.1m)
and [Tb(dpa);>"] (©=26.5.5%, 6.5-10m in Tris buffer 0.1 M) were used
as references for the determination of quantum yields of the Eu- and Tb-
containing samples, respectively.® The consistency of the data was
checked by measuring the quantum yield of the tris(dipicolinate) against
rhodamine 101 (@,,=100% in ethanol)®®land cresyl violet (@,,=54%
in methanol).’!

Solutions of [Tb(dpaa)] (4 mm) in the presence of BSA (12% wiv;
Crogpany=3-92 mM, Cgsp=1.8074 mm, pH 7.0) for lifetime determination
were prepared in situ by mixing appropriate volumes of solutions of [Tb-
(dpaa)] (in water or D,O at pH~7, adjusted with NaOH or NaOD) with
BSA. Luminescence emission spectra were recorded as mentioned before
by direct excitation of the metal (4,=368 nm) and indirect excitation
through the ligand (4., =273 nm).

Relaxivity measurements: The samples were prepared in situ by mixing
the appropriate amounts of ligand and GdCl;-6 H,O (99.99 %; Aldrich) in
water (mQ or D,0) followed by adjustment of the pH value to approxi-
mately 7 with NaOH solution. The exact concentration of the Gd" ions
was determined by colourimetric titration in acetate buffer (pH 4.5) by
using a standardised H,Na,(edta) solution (Aldrich) and xylenol orange
as the indicator. The absence of free gadolinium was checked by the xyle-
nol orange test.®™ The 1/7, measurements were performed on a Brucker
Avance 200 spectrometer (200 MHz).

Stock solutions (&2Mm) of each anion (sodium hydrogen phosphate, po-
tassium bicarbonate, sodium lactate, potassium oxalate, sodium acetate
and citric acid) were prepared by dissolving a precisely preweighed mass
of the respective acid or salt in D,O and neutralising it to pD~7.4 with
KOD or DCI solutions. The relaxivity that results from the [Gd(dpaa)-
(D,0);] complex in the presence of anions was measured in solutions
prepared by mixing appropriate volumes of the [Gd(dpaa)(D,0);] and
the anion stock solutions. The relaxivity at 200 MHz was compared to
that of pure D,O at the same pD value. For determination of the anion
binding constant, the [Gd(dpaa)(D,0)s]/bicarbonate solution was titrated
with incremental addition of the pure [Gd(dpaa)(D,0);] complex at the
identical pH value (Cgy=0.51 mmM), and the relaxivity at 200 MHz was
measured after each addition.
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For the determination of the BSA binding constant, six solutions of [Gd-
(dpaa)(H,0);] (Cgq=0.205 mm, Cyy,,=0.227 mm) in pure H,O at pH 7.0
(after adjustment with a NaOH solution) were prepared with various
BSA concentrations (0-1.82 mm). The 7; and 7, measurements were per-
formed at 60 MHz and 298 K in a Drusch electromagnet operated with
the help of an Apollo tecmag console.

Theory

High-field relaxometry: This section presents a theoretical framework for
evaluating the geometric and dynamic molecular factors that explain the
water-proton high-field relaxivity with the minimal experimental work. It
will be shown that such a characterisation can be done on a routine high-
resolution spectrometer available to any chemistry laboratory interested
in the synthesis of contrast agents. An important simplification that
occurs in the interpretation of the measured relaxivities is that they are
independent of the relaxation of the Gd" electronic spin, the accurate
description of which requires particular caution.” The longitudinal re-
laxation rate R, =1/T), transverse relaxation rate R,=1/T, and longitudi-
nal relaxation rate in the rotating frame R,,=1/T,, of a nuclear spin /
can be measured in an external magnetic field B, by standard sequen-
ces.™! The reference rates in the diamagnetic solution corresponding to
the absence of Gd-L complexes are denoted by R, ,=1/T,, (=1, 2, 1 p).
Because of the large magnetic moment of the Gd" centre, as a result of
its electronic spin S=7/2, the observed relaxation rates R, increase mark-
edly with the concentration [GdL] (mM) of the Gd-L complexes added
to the solution. The relaxivities r, (s”' mm ') are defined as the paramag-
netic relaxation enhancements (PREs) R,,=R,—R, per mM of added
Gd-L complex [Eq. (15)]:

r, =R,,/[GdL] (15)

For the majority of polyaminocarboxylate complexes, the water mole-
cules do not bind to the ligand and the high-field relaxivities of the water
protons are conveniently ascribed to the populations of water molecules
in the IS and OS hydration shells”*”" of the Gd™ centre. More precise-
ly, within the standard model of relaxivity, the IS contribution ¥ to the
relaxivity r, depends on 1) the number of water molecules g coordinated
to the Gd"™ centre, 2) the Gd-proton distance ry of coordinated water,
3) the rotational correlation time 7, =1/(6Ds®) of the Gd-L complex of
the rotational diffusion coefficient Ds® and 4) the coordination lifetime
7y of a water molecule. The OS contribution r%® depends on 5) the dis-
tance of closest approach aggy between the Gd™ nucleus and the protons
of the OS water molecules and 6) the relative diffusion coefficient D of
Gd-L and water. It will be shown that measuring the relaxivities r; and
r,, or equivalently r,,, at a single high-field B, both for the water and
CH; methanol protons is sufficient to evaluate the contributions of the IS
and OS processes provided that the self-diffusion coefficients of water
and methanol are known. Furthermore, assume that the IS Gd-proton
distance has the probable value® r;=3.1 A. Then, once the number g of
coordinated water molecules has been derived, for example from lumi-
nescence lifetime studies,***! the remaining parameters 7, Ty, dgey and
D of the GdL/water and Gd—L/methanol pairs will be estimated from
the measured r; and r, values of water and methanol. This analysis of the
experimental data rests on the following high-field theory.

Let y; and v be the gyromagnetic ratios of the spins / and S and w,=
29, =|v,| By and wg=2nd3=|vs|B, their angular Larmor frequencies.
The dipolar coupling constant is defined in Equation (16):

A=Tys(s 4 1) (16)

The relaxivity r, (a=1, 2, 1 p) is the sum of the IS and OS contributions
[Eq. (17)]:

=S 1S (17)

In the case of the water protons, the IS relaxivity is given”* 7" by Equa-
tions (18)—(20):
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where P=107m/55.5M=1.8x 107" is the number of Gd-L complexes per
water molecule and T,y is the relaxation time of type a of the protons of
a water molecule in the limiting situation in which it would be coordinat-
ed to the Gd" centre for an infinite duration. In the case of the CH; pro-
tons of methanol, which does not coordinate to the Gd™ species, we
have: r*=0. The intramolecular relaxation rates 1/T,y are given by
Equation (19a and b):

1T = Ajy(io)) (19a)

2, 1 s,
YTy =1/T\ym=A g]]zi(o) + j];?;(lwl) (19b)

where the IS spectral density jZ(O) of complex (c) arguments o=iw (v =
0 and o) is defined by Equation (20):

1 TR

15 )
—iw)=— ‘R __ 20
falo = iw) drd, 1+ 0?1y (20)

The following expressions of the OS relaxivities are valid for water and
for any solute such as methanol that does not undergo long-range
charge—charge interactions or binding with the Gd-L complex. The OS
variation parameter 1, is defined in Equation (21):

8
7y = 5 TVIPS(S + V10N pvegaao (21)

At high field, the OS relaxivities take the simple forms®™*! of Equa-
tion (22a and b):

% = ron(o0) (o /DY), (222)
7 1
r% = 18 = gron(o0)— 5 (Ap/ D)/, (22b)

where the mixed relaxivity 725 (co) at infinite field By=oo is derived in

Equation (23) to within a good approximation from the experimental
high-field relaxivities as

3 1 3 1
raio0) =19 =3 (19 37%) =3 (- 5) 3)

In Equation (22), the universal dependence in /v, of the relaxivities
stems from the fact that the long-time long-range relative translational
diffusion of the water or solute molecule with respect to Gd-L has a 3D
character and is independent of the details of the relative translational
and rotational dynamics of the two interacting species when they are
near one another. The determination of the infinite field value %5 (c0) of
rgi from relaxivity measurements at a high, but finite field value B,, is
possible because %% depends on the field, only through the longitudinal
relaxation rate R,.=1/T}, of the Gd" electronic spin, which has negligi-
ble effects on the relaxivities at high field. Furthermore, according to
Equation (5) given in reference[53] and Equations (A17) and (A18) of
the related Supporting Information, the mixed relaxivity ro5 (co) has a
simple theoretical expression given by Equation (24) in terms of the rela-
tive diffusion coefficient D and the collision diameter b:

198(00) = Aj(0) = (24)

where j,(0) is the zero-frequency value of the OS dipolar spectral density
j»(0). The auxiliary coefficient ISSOW has been introduced to emphasise the
1/(Db) dependence of r;(c0). The spectral density j,(0), and then Koo
depend on the pair-distribution function g5 of M; and Gd-L and on the
eccentricity vectors p; and pg that give the positions of the spins 7 and §
with respect to the molecule centres in the molecular frames of M; and
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Gd-L.""%I The radii of water, methanol and Gd-L are taken to be those
of the spheres of the same volumes as the smallest ellipsoids containing
these species. The methanol radius a;(methanol)=2 A is not much larger
than the water radius a,(water)~1.4 A, and both molecules are signifi-
cantly smaller than the complexes [Gd(dpaa)(H,0);] and [Gd(dpaa),-
(H,O)J~ of radius as=4.1 and 5.1 A, respectively. The collision diameter
b=a,+as of a M,/Gd-L pair is typically 226 A. The eccentricity distances
are p,~1 A for water and methanol and pg=0 for Gd-L, so that the ec-
centricity parameters (o,/b)* and (og/b)* have small values. The change of
k. as a result of the spin eccentricities is typically given by a power
series” ) of the eccentricity parameters and keeps modest both for
water and methanol, so that the different eccentricity effects for these
two molecules cannot cause an appreciable difference of their coeffi-
cients l%sohm Furthermore, in the absence of charge—charge interactions,”!
the spectral density j,(0), and hence ko, are weakly affected by the var-
iation of the pair-distribution function g5 induced by the changes in the
sizes of M; and Gd-L. Typically, assuming that water, methanol and Gd—
L are hard spheres, the ratio of the 13501‘, coefficients for the methanol/
Gd-L (m/GdL) and water/Gd-L (w/GdL) pairs is K, (m/GdL)/ Ky (W/
GdL) =1 for centred spins with an accuracy better than 0.5%. The above
discussion justifies the fundamental assumption lemh,(m/GdL)zlésulv(w/
GdL). According to Equation (24), the products % (co)Db have the
same value for the methanol/GdL and water/GdL pairs as shown by
Equation (25):

rgisx.m(oo)Dm/Gdme/GdL = rgi(,w(oo)Dw/Gdwa/GdL (25)

Adduct formation: Theoretical expressions of the longitudinal and trans-
verse relaxivity changes as a result of the binding of the Gd-L complex
to another species B will be derived in this section. The analytical con-
centrations (molL™") of complex Gd-L and macromolecule B in the solu-
tion are denoted by cgq. and cg, respectively. The complex name may be
abbreviated into C=Gd-L to simplify the notation. The two situations
considered herein are the simple formation of a ternary adduct with a
small species B, such as an oxyanion, according to Equation (26):

[BC] = K[BJ[C] (26)

where K is the equilibrium constant and the more general binding of sev-
eral complexes C to a macromolecule B, such as a protein with n equiva-
lent binding sites 1, 2, ...n. The sites are assumed to be well separated so
that they bind the complexes C independently. Assume that p—1 com-
plexes (1<p<n) are bound to B at the different sites i}, i, ..., i, ; (1<
iy<n, ..., 1<i, ;<n) to form the definite (p—1)-adduct B(i,...,i,_1)C,_;.
The binding of another complex C at a vacant site i, of B to form the
definite p-adduct B(i, ..., i,)C, satisfies the formation equilibrium de-
fined by Equation (27):

[Blir, -+ ,)C,) = K{B(ir, - dp 1)y 1) )
where k is the binding equilibrium constant per site. Let BC, represent
all the p-adducts made of the macromolecule B and of p complexes irre-
spective of the binding sites iy, i, ..., i,. As all the sites are assumed to be
equivalent, the concentration of BC, is given by Equation (28):

BCl= >

1<ii<n,-1<i,<n

Bl )Gl = () B 0)C) (28)

where is a binomial coefficient. The p-step formation constant K,
and the overall formation constants 3, are defined by Equation (29):

K, kand g, =K K, --K, (29)

n—p+1
p

According to Equations (27) and (28), the concentration of BC, is given
in terms of the concentrations [B] and [C] of free macromolecule B and
complex C by Equation (30):
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[BG,] = 5, [B][CY (30)

Substituting the expressions (30) for BC” in the equations of conservation
of the species B and C, the equilibrium concentration [C]., of free com-
plex is the solution of Equation (31):

FC) = [C] + 7]— =0 (31)

Since f(0)=—cgq <0 and f(cgq)>0, the numerical solution [C]., of
Equation (31) is readily obtained with the help of the bisection and/or
false position methods.” Thus, in a solution of water containing C and
B, the mean number ¢ of metal-bound water molecules is given by Equa-
tion (32):

g = Ceago <17&)q(” (32)

CGdL CGdL

where ¢ and ¢®™ are the numbers of metal-bound water molecules for
the free (f) and bound (b) complex, respectively. Similarly, the mean re-
laxivity 7, (a=1, 2, 1 p) of the water protons in that solution is given by
Equation (33)

7, = a0, (1_&)»& (33)

Coa. CgaL )

where " and r are the relaxivity values for the free and bound com-
plex, respectively. The number ¢ of metal-bound water molecules and
the relaxivity 7" for the free complex can be measured in the absence of
species B.

Note that the formation of a ternary adduct of Gd-L with a small species
B according to Equation (26) is a particular case of the general binding
of several complexes C to a species B with n equivalent binding sites that
correspond to n=1 and K=k.
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RESUME

Afin d’accéder a des agents de contraste efficaces, il est essentiel d’optimiser simultanément les
parametres moléculaires influencant la relaxivité : nombre de molécules d’eau en premiére sphére de
coordination, échange de 1’eau, dynamique de rotation du complexe, relaxation électronique, distance
Gd(IIl)-proton. Le but de ce travail est double. D’une part, il s’agit de concevoir et étudier des
complexes possédant un nombre ¢élevé de molécules d’eau coordinées et de comprendre 1’influence de
la sphére de coordination du métal sur la stabilité des complexes et la relaxation électronique. D’autre
part, nous avons utilisé les ligands comme chromophores pour la mise au point de sondes
luminescentes pour I’imagerie biomédicale.

Nous présentons la structure, la stabilité et la relaxivité de complexes de Gd(IIl) de deux séries de
ligands tripodes dérivés du picolinate basés, soit sur le cycle 1,4,7-triazacyclononane, soit sur un pivot
amine tertiaire. Ces complexes possédent une relaxivité élevée dans I’eau et dans le sérum et peuvent
former des interactions non-covalentes avec 1’albumine sérique. L’interprétation de la relaxivité des
protons de I’eau au moyen de nouvelles méthodes relaxométriques basées sur 1’utilisation de solutés
sondes nous a permis de montrer que la présence de groupement picolinate et du cycle 1,4,7-
triazacyclononane pouvait conduire a des complexes de Gd(III) possédant des propriétés de relaxation
¢électronique favorables.

Du fait de la présence de chromophores picolinate, les complexes d’Eu(Ill) et Tb(III) avec ces ligands
donnent lieu a une luminescence intense dans le visible. D’autres complexes dérivés de 1’unité
8-hydroxyquinoléine possédent une luminescence élevée dans l’infrarouge et ont également été
étudiés.

Mots clés : lanthanide, gadolinium, tripodes azotés, picolinate, hydroxyquinoléine, luminescence,
relaxométrie.

ABSTRACT

The simultaneous optimisation of the molecular parameters determining the relaxivity (number of
coordinated water molecules, water-exchange, rotation dynamics of the whole complex, electronic
relaxation, Gd(Ill)-proton distance) is essential to prepare efficient contrast agents. The aim of this
work is on the one hand to design and study complexes with a high number of bound water molecules
and to understand the influence of the coordination sphere on the stability and on the electronic
relaxation and on the other hand, to use the ligand as a chromophor for the development of
luminescent probes for biomedical imaging.

We present the structure, the stability and the relaxivity of Gd(III) complexes of two series of tripodal
ligands containing picolinate units based either on the 1,4,7-triazacyclononane ring or on a tertiary
amine. These complexes show high relaxivity in water and in serum and can establish a non covalent
interaction with serum albumin. The interpretation of the water proton relaxivity with the help of new
relaxometric methods based on an auxiliary probe solute has allowed us to show that both the presence
of the picolinate groups and the 1,4,7-triazacyclononane framework can lead to Gd(III) complexes
with favourable electronic relaxation properties.

This ligands have also been used for Eu(IIl) and Tb(III) complexation leading to strong luminescence
in visible light. Other complexes derived from 8-hydroxyquinoline unit which display a very high
luminescence in infrared are also studied.

Keywords : lanthanide, gadolinium, N ligands, tripodes, picolinates, hydroxyquinoline, [luminescence,
relaxometry.





